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Nous avons entrepris ce projet dans le but d’étudier les différentes toxicités et les
bioaccumulations du sulfate de nickel (NiSO, ) dans les différents organes sous conditions
d’exposition sub-chronique, de chercher une corrélation entre ces toxicités et la
bioaccumulation du nickel dans les organes cibles, de comparer les résultats obtenus sous les
différentes conditions d’exposition sub-chronique et par la suite prédire I’organe le plus
susceptible. La premiére partie de cette étude consistait a exposer des groupes de rats
males Sprague Dawley par administration orale via ’eau a 0; 0,1%; 0,5% et 4 1% de NiSO,
sous forme de NiS0,4.6 H,0O pendant deux semaines, tandis que dans la deuxieme partie, les
rats ont été exposés a ce méme composé a des doses de 0; 0,02%; 0,05% et 0,1% pendant
quatre, huit et treize semaines. Les résultats obtenus dans la premi¢re partie de I’étude nous
ont montré une diminution significative (p < 0,01) du poids corporel des rats exposés a 0,5%
de NiSO4, une mortalité de 60% a 1% NiSQ,, une diminution significative dose-dépendante
du volume d’urine, une augmentation significative de BUN (Azote uréique sérique) a 0,5%
(p < 0,05), une augmentation significative (p < 0,05) du poids relatif du rein a 0,5% de
NiSQ, , une augmentation significative dose-dépendante de la glycosurie (p < 0,05), une
augmentation significative (p < 0,05) du poids relatif des poumons & 0,5%, une diminution
significative (p < 0,005) de LDH (Lactate déshydrogénase) et de ALP (Phosphatase
alcaline) a 0,5% et 4 0,1% et une diminution (p < 0,05) de ACP (Phosphatase acide) a 0,5%
dans le tissu de poumon, une diminution significative (p < 0,05 & 0,1% de NiSOy, p < 0,005
a 0,5% de NiSQ,) de ALP dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire. Par contre, aucun
changement n’a été observé dans D’excrétion urinaire de NAG (N-acétyle-beta-D
glucosaminidase), de y-GT (gamma-glutamyltranspeptidase), de protéines totales et dans le
taux de glucose sérique. De plus, les activités de LDH et de I’ACP sont restées inchangées
dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire. Les activités enzymatiques et la quantité de
protéines totales sont restées inchangées dans les testicules alors que le poids relatif de ces
derniers a diminué significativement (p < 0,05) a 0,5%. Une diminution significative (p <
0,05) de I'activité plasmatique de GPT (Transaminase glutamique pyruvique) et du poids
relatif du foie (p < 0,01) a été observée chez tous les groupes exposés. L’évaluation de la
réponse immunitaire a montré une induction tres forte de la cellularité splénique due a une

augmentation significative en pourcentage et en nombre absolu des lymphocytes CD4',
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CD8" et B ainsi que du rapport CD4"/CD8" a 0,1% de NiSO,. Par contre, la dose 0,5% a
induit une chute drastique des cellules spléniques totales, des lymphocytes B, CD4" et CDS".
L’analyse de ’hématocrite a montré une augmentation significative (p < 0,05) a 0,5% du
pourcentage d’hématocrite. Les poids relatifs du cerveau et du coeur augmentent
significativement (p < 0,05) a 0,5% de NiSO,.

Dans la deuxiéme partie de 1’étude, I’exposition de quatre semaines a montré une
diminution significative dose-dépendante du volume d’urine excrétée et du glucose urinaire,
une diminution de la quantité de protéines plasmatiques (p < 0,05) a 0,02% , une diminution
du pourcentage d’hématocrite a 0,1%, une diminution de I’activité de ALP dans le LLBA
(liquide de lavage bronchoalvéolaire) de tous les rats traités et dans le tissu a 0,1%, et une
augmentation significative (p < 0,05) de protéines totales dans le LLBA a 0,1%. A huit
semaines d’exposition, nous avons observé une augmentation significative (p < 0,05) de
BUN, de protéines urinaires a 0,05% et 4 0,1% de NiSO,, une diminution dose-dépendante
du volume d’urine, une diminution significative (p < 0,05) du glucose plasmatique a 0,1%,
de ACP a 0,05% et a 0,1% et de ALP dans le LLBA de tous les rats traités, une
augmentation du poids relatif du rein et du coeur & 0,02% et une diminution de celui du foie
4 0,1%. La réponse immunitaire a montré une augmentation du pourcentage de CD4", de
CD8" et des lymphocytes B dans la rate a 0,05% et dans le thymus a 0,02% alors que la
dose 0,1% de NiSO, a induit une diminution des CD4 et une augmentation en pourcentage
des lymphocytes B dans la rate, et la dose 0,05% a provoqué une diminution des CD4',
CD8" avec une augmentation du ratio , mais la dose 0,1% a provoqué une suppression de
CD8' avec une augmentation de CD4" dans le thymus. L’exposition de treize semaines a
entrainé une diminution significative dose-dépendante du volume urinaire, du taux de
glucose urinaire et de la quantité de protéines plasmatiques, une diminution du pourcentage
d’hématocrite 4 0,1%, de GPT 4 0,05% et 4 0,1%, de ALP dans le LLBA et dans le tissu de
poumon a 0,05% et a 0,1%. Les autres paramétres n’ont pas changés significativement.
Toutes les études histologiques faites dans toutes les différentes conditions d’exposition
n’ont pas révélé des dommages significatifs. L’affinité¢ du nickel a se lier aux constituants
biologiques est fonction de la dose et de la durée d’exposition. Ainsi le dosage du nickel

dans le rein, le foie, le coeur, le cerveau, la rate, le poumon et les testicules chez les rats
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exposés & 0,02% de NiSO4 a montré une accumulation dans I"ordre suivant: poumon > rein
> cerveau > foie > rate > coeur (quatre semaines), rein > foie > poumon > rate > cerveau
(huit semaines), rein > cerveau > testicule > poumon > coeur (treize semaines). La dose
0,05% provoque une accumulation dans le rein > poumon > foie > rate (quatre semaines),
foie > rein > poumon > cerveau > testicule > rate (huit semaines), testicule > rein > cerveau
> coeur (treize semaines) et la dose 0,1% entraine une accumulation dans le rein > poumon
> foie > cerveau > coeur > testicule (quatre semaines), rein > foie > cerveau > rate > coeur
> poumon (huit semaines), rein > poumon > testicule (treize semaines).

Ces résultats nous ont donc démontré des dommages plus significatifs au niveau du systéme
rénal, pulmonaire et le systéme immunitaire. Cependant, le potentiel néphrotoxique semble
étre plus important par rapport aux autres toxicités. On observe aussi un effet réversible ou
de tolérance au sulfate de nickel et I’accumulation semble étre en relation avec la toxicité. La
bioaccumulation et la toxicité du sulfate de nickel sont dépendantes de 1’organe et des
conditions d’exposition. Cette étude a contribué a I’amélioration de notre connaissance sur
le risque toxique associé au sulfate de nickel susceptible d’étre rencontré en milieu

professionnel, industriel et dans I’environnement général.
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Chapitre 1

INTRODUCTION



1. Notions générales sur le nickel

Le nickel est I’'un des oligo-¢léments les plus abondants de la nature. On le trouve dans les
plantes, les roches, le sol, I’eau, les tissus animaux et humains et dans les aliments. Certains
animaux et plantes ont besoin de nickel comme élément nutritif, mais son rdle biologique
chez ’'Homme et I’animal est encore mal connu (Anke et al., 1984). Il s’est avéré aussi
toxique et c’est en raison de ses effets sur la santé que de nombreux laboratoires ont
entrepris des recherches pour mieux comprendre le métabolisme du nickel. Il a été reconnu
comme étant carcinogéne chez I’Homme et les animaux par IARC en 1990. Cependant, les
connaissances actuelles sont trés incomplétes, voire méme inexistantes en ce qui concerne
les effets de la spéciation du nickel et de ses composés sur sa bioaccumulation et sa toxicité.
A cet effet, la toxicité du nickel requiére des connaissances beaucoup plus approfondies de
ses caractéristiques physiques et chimiques et de son comportement dans les différents tissus

et organes.

1.1 Propriétés physico-chimigues du nickel

Le nickel est un élément métallique de masse atomique 58,71, de nombre atomique 28, de
densité 8,9, de point de fusion 1453°C et de point d’ébullition 2732°C. 1l est le vingt
quatriéme élément dans ’ordre d’abondance dans la croite terrestre. Il peut se présenter
sous plusieurs états d’oxydation (0, +1, +2,+3), mais, sous la forme ionique, il existe
essentiellement & 1’état Ni™. Il résiste aux alcalis mais se dissout généralement dans les
acides oxydants dilués. Le carbonyle de nickel est le plus volatil avec un point d’ébullition de
48 °C et se décompose a une température supérieure a 50°C. Il est insoluble dans I’eau, mais
soluble dans les solvants organiques. Le carbonate, le sulfure et ’oxyde de nickel sont
insolubles dans I’eau, tandis que le chlorure, le sulfate et le nitrate sont hydrosolubles. Le
sulfate de nickel existe sous forme d’hexahydrate, il est initialement sous forme o qui peut
changer en forme B a 53,3 °C. L’oxyde de nickel existe aussi sous deux formes, & savoir le
noir qui est chimiquement réactif et qui peut se transformer en sels dans le milieu acide, et le
vert qui est un matériel réfractaire et inerte. Sa solubilité dans I’acide et les autres propriétés

dépendent de sa méthode de préparation. Dans les systémes biologiques, le nickel dissous



peut former des complexes avec les ligands et se fixer aux matiéres organiques (Friberg et

al., 1986; IPCS, 1990 et 1991).

1.2 Sources d ’exposition

1.2.1 Exposition environnementale

La croiite terrestre contient environ 0,008% de nickel. Les terrains agricoles contiennent une
quantité variant de 3 a 1000 mg/kg, tandis que les quantités de 2 & 10 pg/L sont rencontrées
dans les eau douces, 0,2 4 0,7 pg/L dans I’eau de mer et 0,1 a 3 ng/m’ dans I’atmosphére
plus précisément au dessus des zones éloignées des industries. Son introduction dans
’environnement a été faite a partir des sources naturelles et industrielles et circule a travers
tous les compartiments environnementaux par des processus physiques et chimiques et par
des mécanismes de transport biologique chez les étres vivants. La majeure source d’émission
de nickel dans ’environnement est la combustion des fossiles combustibles tels que le
charbon, la houille, le carburant ou les huiles. Les émissions non controlées et la disposition
des égouts ont aussi un impact sur I’environnement. Le transport et la distribution des
particules de nickel dans les divers compartiments dépendent de la granulométrie des
particules et des conditions météorologiques. La taille des particules dépend a son tour de la
source d’émission. Généralement, les industries émettent les plus petites particules et la

nature émet les plus grosses particules (IPCS, 1990).

Le nickel peut exhiber une haute mobilité dans le sol et finalement parvenir jusqu’aux eaux
souterraines, puis dans les riviéres, les cours d’eau et les lacs dépendamment du type de sol.
Tl est ensuite pris par les plantes terrestres a partir de leurs racines et ce, dépendamment des
paramétres géochimiques et physiques tels que le pH, le type de sol, I’humidité, la maticre
organique dans le sol et la quantité de nickel extractible. Certaines especes végétales seront
appelées hyperaccumulatrices, car elles peuvent accumuler 1 mg/kg de poids sec et poussent
sur des sols relativement stériles. Cependant, & partir de 50 mg/kg de poids sec le nickel

devient toxique pour la plupart des végétaux (IPCS, 1990 et 1991).



Les animaux sauvages comme les herbivores et leurs prédateurs carnivores, absorbent le
nickel par des voies alimentaires. Et une fois absorbé, il se retrouve finalement dans des
organes et tissus des humains via la chaine alimentaire (plantes — herbivores — carnivores

et prédateurs —Homme) et via I’ingestion de la nourriture, de I'eau et par P’inhalation.

1.2.2 Exposition humaine

I’Homme est exposé a des concentrations de nickel via I'inhalation des particules
atmosphériques, I'ingestion de ’eau de consommation, les produits alimentaires tels que les
produits laitiers, le cacao, les graines de soja, divers noix, certains légumes secs et la farine
d’avoine qui contiennent de fortes concentrations de nickel. La libération de nickel par les
ustensiles de cuisine et la cigarette peut augmenter les quantités consommées. L’exposition
cutanée peut aussi jouer un role important dans I’apparition d’une hypersensibilité¢ due au
contact avec des objets contenant du nickel. Dans les milieux de travail, les concentrations
atmosphériques de nickel peuvent varier selon le processus industriel et la quantité de nickel

dans les produits utilisés (IPCS, 1990 et 1991).

2. Métabolisme du nickel

2.1 Voies d’absorption du nickel

Le nickel et ses composés peuvent entrer dans le corps humain ou animal surtout par les
voies orales et respiratoires. Les quantités absorbées par un organisme a partir de toutes les
voies d’exposition varient en fonction de la solubilité des composés. L’absorption
percutanée est principalement due a un contact direct avec le sol dans un environnement
général et n’apparait pas comme étant un facteur majeur des effets syétémiques (Nieboer et
Nriagu, 1992; Maibach et Menné, 1989). L’injection parentale est seulement d’un interét
pratique dans les études toxicologiques utilisées pour la cinétique du transport, la

distribution et I’élimination du nickel (IPCS, 1990).



2.2 Transport, accumulation et élimination du nickel chez I’Homme et les animaux de

laboratoire

Le transport et la distribution du nickel chez plusieurs organismes sont des processus qui
dépendent du mode d’absorption, de la dose, du niveau d’exposition, de la forme chimique
et de la physiologie. La variation considérable de la distribution du nickel dans les différentes
études est due a la variation de ces facteurs. L’étude de la distribution du nickel dans les
tissus des animaux est utilisée pour mieux comprendre I’interaction entre le nickel et le
matériel biologique, et par conséquent ses effets toxiques et carcinogenes (IPCS, 1991). Le
nickel est accumulé en grande partie dans le rein, le foie et les poumons, et est €liminé dans
I’urine. Sa distribution et son élimination dépendent de la nature du composé et de la voie

d’entrée.

2.2.1 Transport

Le sang est un moyen de transport et de distribution pour le nickel. Dans le sang, le nickel
est principalement transporté sous forme liée a I’albumine, & la fraction ultrafiltrable (L-
Histidine), et & la nickeloplasmine (alpha-2-macroglobuline) (Sunderman, 1977). Dans les
tissus, il se lie aux acides nucléiques, aux protéines et a leurs constituants tels que les
nucléotides, peptides, acides aminés. 1l se lie principalement aux liaisons sulfures, azotees,
amines, amides phosphates, groupements carboxyles (Lucassen et Sarkar, 1979; Sunderman
et al, 1972; IPCS, 1991). L’albumine est la principale protéine transporteuse de nickel chez
I"Homme, le lapin, le rat et le bovin. La métalloprotéine, encore appelée nickeloplasmine a
été isolée chez le rat, le lapin et chez I’humain. Elle constitue la seconde macromolécule de
masse moléculaire de 7 x 10°, elle a été identifiée comme étant 0-2 macroglobuline chez le
lapin et 9,5 so-glycoprotéine chez 'Homme (IPCS, 1990; Nomoto et al., 1971, Mushak,
1980; Nomoto et Sunderman, 1989).

L’échange et le transfert du nickel entre L-histidine et I’albumine apparaissent comme étant
médiés par un complexe ternaire sous la forme « albumine-nickel-L-histidine » (Sarkar,
1984). La quantité de nickel dans chaque compartiment varie selon les especes et cela peut
étre dii d’une part, a la variation des espéces dans ’affinité de I’albumine pour le nickel

(Nomoto et Sunderman, 1989; Asato et al., 1975).



2.2.2 Bioaccumulation par différentes voies d’exposition

La distribution ou la bioaccumulation du nickel dépend de plusieurs parametres tels que la
composition chimique du composé de nickel administré, la dose, le nombre
d’administrations, I'intervalle de temps entre I’exposition et le sacrifice, la race de [’animal et
la voie d’absorption. Cependant les différentes études démontrent une grande accumulation
du nickel dans le rein, le poumon, le foie, le coeur et les testicules aprés une injection
intraveineuse (Smithe et Hackley, 1968, Parker et Sunderman, 1974, Chausmer, 1976;
Oskarsson et Tjdlve, 1979). Par contre une injection intratrachéale est suivie d’une grande

accumulation du nickel dans le poumon, la lymphe, le rein (Nieboer et Nriagu, 1992).

D’autres facteurs tels que les agents chélateurs, les agents rédox, les inhibiteurs compéetitifs,
les constituants alimentaires, les ions intestinaux, les substances qui augmentent le pH, la
solubilité et I’oxydation, les maladies et le stress physiologiques influencent la distribution du
nickel (IPCS, 1990). Les niveaux du nickel dans les tissus des animaux expérimentés ont €té
déterminés suivant I’exposition d’une variété de composés de nickel a des différentes

conditions expérimentales (IPCS, 1990):

- Exposition par injection intraveineuse, intrapéritonéale ou subcutanée du

Ni™

L’accumulation du nickel dans les organes dépend des composés du nickel et du nombre
d’injections et de la concentration. Ainsi une injection du sulfate de nickel entraine une
grande accumulation dans la trachée > nasopharynx > oesophage, poumon, cou, 0s, coeur,
cerveau et le rein, par contre des injections répétées d’acétate de nickel entrainent une haute
accumulation dans le pancréas et une faible accumulation dans le rein et le coeur (IPCS,

1991).

- Exposition par voie orale

Les données relatives aux concentrations de nickel dans les tissus humains aprés une

exposition orale ne sont pas bien identifiées. Mais chez les animaux, le nickel est présent



premiérement dans le rein aprés une exposition a court et a long terme aux composes
solubles. On a aussi trouvé des quantités de nickel dans le foie, le coeur, les poumons, dans
les tissus adipeux, les tissus nerveux périphériques et dans le cerveau. Une augmentation de
quantités de nickel dans la diéte des rats est suivie d’une élévation de la concentration de
nickel dans le rein > foie > coeur > testicules, alors que chez les rats albinos, cette
augmentation de la quantité de nickel dans leur nourriture est suivie d’une accumulation

dans le pancréas > testicules > os (Whanger, 1973; O’Dell et al., 1971).

- Exposition par inhalation

Aprés une exposition respiratoire, le nickel se distribue premiérement dans les poumons chez
la population générale et chez les travailleurs exposés au nickel avec des taux éleveés chez
ces derniers. Les niveaux de nickel sont faibles dans le foie et le rein par rapport aux
poumons. Les études faites chez les animaux en laboratoire montrent que le nickel est
distribué faiblement dans les tissus nerveux, les tissus mous et dans les os (IPCS, 1991).
Clary (1975) a rapporté que 53% de nickel était présent dans les reins, 30% dans les
poumons et le reste était distribué dans le foie, le pancréas, la rate, le coeur et les testicules
chez les rats méles albinos 4 qui on a administré 1 mg de NiCl; par instillation intratrachéale.
Le nickel a été aussi détecté dans le foie, le rein, la rate chez les rats males Wistar F344
aprés inhalation de I’oxyde, du sous-sulfide et du sulfate de nickel, cependant ces niveaux

étaient faibles par rapport aux poumons.

- Exposition dermique

Il n’y a pas beaucoup d’information concernant ’exposition dermique, cependant Norgaard
(1955 et 1957) a observé des quantités de nickel dans I’urine, le sang, le rein et le foie, 24
heures aprés une application de 10 pl d’une solution de 5% de NiSO, chez les lapins et les

pigeons de Guinée.



- Transfert transplacentaire

On a détecté des concentrations de nickel dans le sang du foetus similaires a celles dans le
sang maternel (concentration moyenne de 3 + 2 ng/L chez 12 nouveaux nés) (Schroeder et
al., 1962). Chez ’humain, le nickel est normalement présent dans les tissus des foetus et
dans les fluides corporels & des concentrations similaires a celles trouvées chez la mere. Le
foetus absorbe significativement le nickel le cinquiéme, sixiéme et le seiziéme jour de la
gestation. Une injection intrapéritonéale du chlorure de nickel le 18" jour de la gestation
est suivie d’un transfert trés rapide du nickel de la mére vers le foetus et les concentrations
dans les tissus du foetus sont plus élevées que celles dans la barriere placentaire. La
concentration maximale est atteinte aprés 8 heures et diminue 24h et 48h aprés I'injection

(Sunderman et al., 1978).

Le transfert transplacentaire est donc influencé par 1’4ge gestationnel et la biodisponibilit€ du
nickel dans le sang maternel. En outre, la structure et I'implantation du placenta peut aussi

influencer ce transfert (IPCS, 1990 et 1991).

2.2.3 Elimination

La majorité du nickel est excrété dans I’urine chez les animaux et chez 'Homme. Une large
proportion est éliminée dans les selles aprés une administration orale, ceci est di a sa faible
absorption . Le nickel est aussi éliminé par la salive, la sueur, les larmes, et dans le lait. Chez
I’'Homme et les animaux, le nickel non absorbé dans le tractus gastro-intestinal est excrété
dans les selles et la fraction absorbée est excrétée dans I'urine. Cependant certaines especes
animales excrétent le nickel dans la bile, cette excrétion biliaire est minimale chez les
animaux, mais peut étre significativement importante chez ’Homme. Les cheveux sont aussi

utilisés comme un organe excréteur de nickel (Mushak, 1980).

L’élimination dépend aussi de la voie d’entrée du nickel. Une administration orale entraine
une excrétion abondante dans les selles (90%) avec une faible excrétion dans "urine. Il a été

estimé que 65 % de nickel trouvé dans le filtrat glomérulaire est réabsorbé par le systeme



tubulaire rénal et une fois réabsorbé, la principale voie d’excrétion est I'urine (Sunderman et
al, 1989). Une ingestion orale dans I’eau du NiSO, par les humains montre une grande
élimination dans les selles. Chez les animaux, la majorité du nickel est aussi éliminé dans les
selles. O’ Dell et al. (1971) ont montré que ’ingestion orale d’une diete contenant 62,5 -

250 ou 1000 mg/kg de carbonate de nickel est premierement excrété dans les selles.

Une exposition via inhalation entraine des niveaux élevés de nickel dans l'urine. Des
corrélations positives ont été observées entre les concentrations dans 1’air ambiant et les
concentrations trouvées dans ’urine des travailleurs des industries de nickel. Ces niveaux
sont encore plus élevés chez les travailleurs exposés aux composés solubles qu’insolubles, ce
qui indique que les composés solubles sont les plus rapidement éliminés que les composes

insolubles (TPCS, 1991).

D’autre part, I”élimination est fonction de la demi-vie biologique du composé de nickel. Les
expériences faites chez le rat ont démontré que 78% de la dose injectée sont excrétés dans
I’urine durant les trois premiers jours d’exposition. Chez le lapin, ce méme pourcentage est
aussi excrété le premier jour d’exposition. Dans le plasma des rats, la demi-vie biologique
correspond 4 6,3 h aprés 50 h d’exposition, alors que chez le lapin, elle est de

7.5 h. Elle varie de 20 4 34h dans le plasma et de 17 a 39 h dans I'urine des travailleurs des
industries de fabrication d’acier. Cette demi-vie a été évaluée en se basant sur les valeurs de
nickel dans 1’air, le plasma et dans I'urine des quatre travailleurs aprés une semaine de travail

et en utilisant un modéle a un compartiment (Friberg, 1986).

3. Toxicité du nickel sur les animaux expérimentaux et in vitro

Plusieurs facteurs tels que la durée et la voie d’exposition, la dose, le composé et ’espece

animal peuvent influencer la toxicité du nickel.
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3.1 Toxicité aigué
3.1.1 Voie orale
Les données indiquent que les sels solubles de nickel vont d’une toxicité modérée a une
forte toxicité aigué chez les rats (DLso : 42,5 & 112 mg/kg de poids corporel), alors que les
sels insolubles ont une toxicité aigué faible ( DLsy :32,35 & 9000 mg/kg de poids corporel).
Les signes observés sont la réduction de Iactivité, 1’ataxie, la diarrhée, la salivation, ’enflure
des membres, la dépression du systéme nerveux central et la mort. Ces effets sont
particuliérement notés avec les sels solubles (Mastromatteo, 1986; FDRL, 1983, Itskova et

al., 1969; BIBRA, 1992).

3.1.2 Inhalation et instillation intratrachéale

Plusieurs études sur la toxicité aigué du nickel montrent que le carbonyle de nickel est le
plus toxique avec une DLsy comprise entre 100 a 240 mg/m’ pendant une période
d’exposition de 20 a 30 min, alors que les DLso de NiCl, et de NiSO, varient entre 4 et 50
mg/kg de poids corporel. Les signes généralement observés sont des difficultés respiratoires,
des effets inflammatoires des poumons, des hémorragies des reins et des glandes surrénales,
des effets néphrotoxiques comme la protéinurie et I’aminoacidurie ainsi que des effets

immunotoxiques (Sunderman et al., 1961; Horak et Sunderman, 1980).

3.1.3 Injection intrapéritonéale, intraveineuse ou subcutanée

Les DLs, du chlorure de nickel, d’acétate de nickel et du carbonate de nickel sont
comprises entre 5 et 31 mg/kg du poids corporel.

Signes de toxicité : une dimunition du poids, une diarrhée, des difficultés respiratoires, un

oedéme, des dommages pulmonaires, une hyperplasie et une hypertrophie des cellules de
’épithélium alvéolaire, une accumulation de la polymorphonucléocyte et une fibrose
hépatique, une hyperglycémie avec une diminution du rapport insuline/glucagon, une

péroxydation des lipides hépatiques (IPCS, 1991; Sole et al., 1990).
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3.2 Toxicité a court terme avec doses répétées

3.2.1 Par ingestion orale

Les résultats ne sont pas consistants et significativement claires. Il existe encore des
controverses. Certains disent que la NOEL = 5 mg/kg/j et la LOEL = 25 mg/kg/j pour
’acétate de nickel ingéré via la diéte (Whanger, 1973), d’autres prétendent que la LOEL =
0,15 mg/kg/j pour une administration orale par I’eau de chlorure de nickel (Wischer et al.,
1980). Les signes observés sont une diminution de la phosphatase alcaline dans le plasma, du
cytochrome oxydase dans le coeur, de I'urée dans le plasma, du poids et une augmentation

de I’'urée dans 'urine, du glucose dans le plasma, de Ialtération des tissus.

3.2.2 Par inhalation
Des effets toxiques du nickel dans les poumons ont bien été examinés par histopathologie
des tissus des rats et des souris exposés pendant 12 jours & l'oxyde de nickel, a
’hexahydrate de sulfate de nickel ou au sous-sulfure de nickel (Benson et al., 1987 et 1988,
Dunnick et al., 1988). Parmi ces composés, le sulfate de nickel fut le plus toxique (40 souris
sont mortes aprés une exposition a 1,6 mg/m’ de NiSOy). Chez les souris exposées a des
concentrations de nickel comprises entre 0,8 et 13,4 mg/m°, on a observé des signes
d’amaigrissement, de déshydratation, de léthargie, d’inflammation pulmonaire, de I’atrophie
des épithéliums respiratoires et olfactifs et une dépression du lymphoide dans le thymus, la
rate et dans les nodules des lymphes. La LOEL pour le NiSO, a été établie a 0,8 mg/m’
chez le rat et la souris. Les mémes effets ont été observés chez les rats et les souris exposes
a des doses variant de 0.4 & 7,3 mg/m’ du sous-sulfure de nickel (Benson et al., 1987,

Dunnick et al., 1988).

3.2.3 Exposition dermique

Deux études ont été identifiées pour évaluer la toxicité dermique du nickel, la premicre
étude a démontré des effets systémiques sur le foie et les testicules des rats, des dommages
locaux par une augmentation de la kératinisation, la dégénération de la couche basale et

’atrophie de I’épiderme aprés une application dermique de 60 ou 100 mg/kg/j de
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NiSO,.6H,0 pendant 30 jours (Mathur et al., 1977a et 1977b). La deuxiéme étude a
démontré des changements biochimiques (augmentation des activités enzymatiques et des
niveaux des groupes sulfhydryl et aminoazotés) dans la peau des pigeons de Guinée, aprés
une application dermique de 50 mg/kg/j de NiSO4 pendant 7 ou 10 jours (Mathur et al.,
1983).

3.3 Toxicité sub-chronique

3.3.1 Voie orale

Une administration par gavage de 100 mg/kg/j de chlorure de nickel hexahydrate dans I"eau
distillée chez les rats Sprague Dawley pendant 90 jours a montré une réduction de la
croissance et de la température corporelle, des signes de léthargie, d’ataxie et des difficultés
respiratoires, la mort. La LOEL et la NOAEL ont ét¢ respectivement €tablies a 1,2 mg/kg/]
et a 0,023 mg/kg/j (BIBRA, 1992).

3.3.2 Inhalation

Une exposition au NizS, (1,8 mg Ni/m’), au NiO (7,9 mg Ni/m’®) et au NiSO, (0,4 mg Ni/m’)
pendant 90 jours a montré des lésions pulmonaires et nasales, une inflammation chronique
des poumons, une hyperplasie des macrophages alvéolaires, et des changements des
paramétres biochimiques dans les poumons. Parmi ces trois composés, le sulfate de nickel
fut le plus toxique tandis que ’oxyde de nickel fut révélé le moins toxique. Les LOEL sont
de 0,4 mg Ni/m’ pour le NiO, de 0,1 mg Ni/m’ pour le Ni;S; et de 0,02 mg Ni/m® pour le
NiSO, (Dunnick et al., 1989).

3.4 Toxicité chronique / cancérogénicité

Les études ne démontrent aucune carcinogénicité chez les rats et les souris exposeés
oralement au composés solubles de nickel, mais une exposition par inhalation au sous-
sulfure de nickel, au carbonate de nickel et aux poussiéres de nickel induit un cancer de

poumon, de méme qu’une instillation intratrachéale au poudre de nickel et a I'oxyde de
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nickel entraine une croissance évidente de tumeurs pulmonaires. Les résultats des €tudes
faites chez les rats et les souris qui ont ingérés le sulfate de nickel ou les composes solubles
de nickel dans la nourriture ou dans I’eau n’ont montré aucune activité carcinogénique

(Ambroise et al., 1976).

Chez I’'Homme, on a mis en évidence un certains risque de cancer chez des ouvriers exXposes
a des concentrations en sels solubles de 1'ordre de 1 a 2 mg/m’, qu’il s’agisse d’ouvriers
d’ateliers d’électrolyse ou travaillant & la préparation de sels solubles. Par contre, on n’a pas
constaté d’accroissement du risque de cancer chez les ouvriers exposés uniquement a du
nickel métallique. Pour un niveau d’exposition donné, le risque de cancer est plus important
dans le cas des composés solubles que dans le cas du nickel métallique ou des autres dérives
du nickel, car en moyenne, I’exposition aux dérivés solubles est beaucoup plus faible dans
les ateliers de galvanoplastie que dans les ateliers d’affinage électrolytique ou de traitement
des sels de nickel. Mais bien que quelques-uns, voire tous les dérivés de nickel puissent étre
cancérogénes, il n’existe que peu ou pas de risque décelable dans la plupart des secteurs de
I"industrie du nickel aux niveaux d’exposition actuels. Toutefois ces études sont considérces
comme étant inadéquates pour 1’évaluation de la carcinogénicité, car dans tous les cas ou
I’on a observé un risque élevé de cancer, il y avait présence d’une ou plusieurs autres formes

de nickel (IPCS, 1991).

3.5 Toxicité du sulfate de nickel

Lorsque nous faisons 1état des connaissances actuelles sur la toxicité du sulfate de nickel,
qui constitue ’objet de notre étude, les informations disponibles démontrent qu’il est 'un
des composés ayant une grande solubilité et qui est souvent rencontre dans les milieux
professionnels. Les quelques études qui ont été faites sur la carcinogénicité du sulfate de
nickel ne montrent aucune tumeur (Kasprzak et al., 1983; Pott et al., 1987; Gilman, 1962),
bien que Payne (1964) eut observé un seul sarcome dans un groupe de rats 35NIH Black
exposés au NiSO, par i.m. pendant 1,5 ans. Mathur et Tandon (1981) ont trouvé une

augmentation significative de I’acide oi- aminé dans le plasma et dans I’urine chez les rats
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exposés au NiSQ,.6H,O par ip. Zeromski et al. (1995) ont montré une diminution de
I’abondance des cellules NK, de la quantité des CD4" et une suppression de la fonction
cytotoxique naturelle des cellules mononucléaires du sang périphérique humain exposées in
vitro au NiSO; (0,01; 0,02 et 0,04 mM/24 h). Le sulfate de nickel induit une cytotoxicité
dans les macrophages alvéolaires et dans les cellules épithéliales, une augmentation
chronique de la réponse inflammatoire, des fibroses, de la protéinose alvéolaire, de
I’emphyséme et du cancer chez les rats et souris exposés a 0-60 mg/m’ de NiSO,.6H0
pendant 1 ou 7 jours par inhalation (Bingham et al., 1972; Mastromatteo 1967; Benson et
al., 1987 et 1988; Dunnick et al., 1988), eta 0- 0,4 mg/m3 (6h/j, 5j/semaine) ( Benson et al.,
1986; Dunnick et al., 1987) . Une hypothermie et une bradycardie ont été observées chez les
patients épileptiques et chez ceux souffrant de maladies neurologiques et qui ont subi une
thérapeutique avec 325 mg de NiSO,.6H,0 et chez les travailleurs qui ont accidentellement
ingéré une solution contenant du NiSO, et du NiCl, (Sunderman et al., 1988). Un effet
mutagéne a été observé dans les cellules G12 de I’hamster Syrien exposé au NiSO, (Christie,
1989). Une modification de la perméabilité de la peau par le sulfate de nickel a €te observee
par Fullerton et ses collaborateurs (1986 et 1988). L’administration orale du sulfate de
nickel dans 1’eau réduit 1’adsorption gastro-intestinale et augmente I’excrétion rénale
contrairement a une ingestion via la nourriture (Sunderman et al., 1989; Santucci, 1994).
Severa et al. (1995) ont montré une accumulation de nickel dans le foie > rein = sang total =
sérum > testicule > urine chez les rats méles Wistar exposés oralement par ’eau au NiSO,

pendant six mois.

4. Conclusion et rationnel

Nous venons done de voir dans les notions générales relatives au nickel, qu’un certain
nombre d’études dans la littérature attestent la toxicité de plusieurs composés de nickel chez
’humain et I’animal exposés a des conditions excédant les seuils de référence. Tres peu
d’études sur le sulfate de nickel sont cependant disponibles. Le sous-sulfure de nickel,

’oxyde de nickel, le chlorure de nickel et le sulfate de nickel sont les quatre composés ayant



une solubilité largement différente qui sont rencontrés dans les milieux professionnels, dans

les industries de raffinage de nickel ot Iinhalation est la principale voie d’absorption.

Les études épidémiologiques et expérimentales ont montré que des expositions répétees par
les voies respiratoires et orales aux composés de nickel entrainent des effets oncogéniques et
non-oncogéniques des systémes hépatiques, rénaux, pulmonaires, immunitaires,
hématopoiétiques, reproducteurs et dermiques. Cependant, ces effets toxiques apparaissent
étres dépendants du type et de la solubilité du compose, de la voie, de la durée et de la dose
d’exposition, et de ’espéce animale ainsi que de son état nutritionnel. La toxicité du nickel
sera donc dépendante de sa spéciation, ainsi, cette toxicité sera différente d’un composé a un
autre. Cependant, les connaissances actuelles sont encore tres incomplétes en ce qui
concerne les études systémiques de la toxicité dans les différents organes et la relation avec

la bioaccumulation de chaque composé de nickel.

Toutes ces études sont encore centrées sur certains organes, et aucune d’entre elles n’a €te
faite sur la toxicité du sulfate de nickel par ingestion orale et sous les différentes conditions

d’exposition subchronique chez les rats.

A la lumiére des informations trouvées dans la littérature, nous avons choisi le sulfate de
nickel comme un composé modéle et I’administration par la voie orale via I'eau a éte choisie,
parce que cette voie constitue une des principales voies par laquelle les populations non
professionnelles sont souvent exposées. D’autre part, le sulfate de nickel est trés
hydrosoluble et se retrouve par conséquent dans I'eau de consommation et dans la

nourriture.

5. Objectifs
Nous avons donc entrepris ce projet dans le but d’étudier les différentes toxicités et les

bioaccumulations du sulfate de nickel (NiSOy) dans les différents organes sous différentes
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conditions d’exposition sub-chronique, de chercher une corrélation entre ces toxicites et la
bioaccumulation du nickel dans les organes cibles, de comparer les résultats obtenus et par la
suite prédire I’organe le plus susceptible. Cette étude devrait ameliorer notre connaissance
sur le risque toxique associé¢ au sulfate de nickel qui est susceptible d’étre rencontré en

milieux professionnels et non-professionnels et dans le milieu ambiant.



Chapitre 2

MATERIEL ET METHODES
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1. Animaux

Les rats méles adultes (Sprague-Dawley) de poids corporels 180-200g, ont été obtenus de la
compagnie Charles Rivers Canada, St Constant, Québec. lls ont ét¢ maintenus dans une
chambre avec 12h de lumiére/cycle circadien (12 heures de lumiére/12 heures d’obscurite), a
une température ambiante de 22+ 1°C et une humidité relative de 55 £ 5%. Ils avaient un
libre accés a la nourriture additionnée de libitum provenant de « Purina laboratory Chow »,
et a la solution de nickel. Les animaux étaient livrés au moins dix jours avant le début de
traitement afin d’éviter le stress additionnel provoqué par le transport, et afin de
s’accommoder a I’alimentation de I’animalerie. Le poids corporel de ces animaux a été

prélevé avant le début du traitement et apres le traitement pour toutes les études.

2. Produits chimiques et réactifs

Le NiSQ,.6H,0 (Pureté de 99,5%) provenait de I’ Aldrich Chemical Compagny

Les réactifs utilisés pour le dosage des paramétres biochimiques provenaient de la
compagnie Sigma St. Louis, MO, Etats Unis.

- Acide nitrique, Société d’ Analyses BIOPHARMaceutiques Inc., Reagent Grade, A.C.S.

- Chlorure de Sodium, Fisher Scientific Compagny, A.C.S.

- Hydroxyde de Sodium, A& C american Chemicals, A.C.S.

- Séphadex G-25 fine, Pharmacia Fine Chemivals

-Triton X-100, J.T. Baker Chemical Co.

3. Protocoles expérimentaux

3.1 Traitement des animaux

3.1.1 Etudes préliminaires de type sub-chronique (deux semaines)

Les rats (n = 20) ont été regroupés au hasard en quatre groupes et mis dans des cages.
Trois groupes sur quatre ont €té exposés a des doses suivantes auxquelles on a ajouté 2 %

de sucre: (0,1; 0,5 et 1 % de NiSQ,) pendant deux semaines. Le groupe contrble a
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seulement recu de 1’eau sucrée (H,O milliQ + 2 % de sucre). Le poids des rats a été pris
chaque fin de semaine. Le volume d’eau et la nourriture étaient contrdlés tous les jours.
Apres le traitement, les rats ont été mis individuellement dans les cages métaboliques (24h
avant le sacrifice) afin de recueillir les urines. Le sacrifice des rats a été ensuite effectué
aprés une injection i.p. de *'Somnotol” (0,1 mL/100 g de poids corporel). Le sang a été
prélevé et hépariné pour ’analyse de I’hématocrite et centrifugé a 300 g pendant 10 minutes
4 4°C. Les urines de 24h ont été récoltées et centrifugées dans les mémes conditions pour le
dosage de y-GT, du NAG, du glucose et des protéines totales. Les organes ont été ensuite
prélevés, pesés, homogénéisés a I'aide de I’appareil Tissumizer et centrifugés a 300 g
pendant 10 min & 4°C. Tous les surnageants ont été conservés a 5°C jusqu’a I’analyse des
paramétres de toxicité. Les restes des organes tels que le foie, le rein, le coeur, le cerveau, le

poumon, les testicules, la rate ont été conservés a -4°C pour le dosage du nickel.

3.1.2 Etudes sub-chronigques

Trente deux (32) rats de poids corporel variant entre 180 et 200 g ont été randomisés en 4
groupes et exposés oralement via I’eau a la solution de nickel additionnée de 2 % de sucre
(0,02; 0,05 et 0,1 % de NiSO,) pendant quatre, huit et treize semaines. Le reste de la

manipulation a été effectué comme mentionne au point 3.1.1.

3.2 Evaluations des toxicités du sulfate de nickel

3.2.1 Evaluation de la toxicité pulmonaire

Les rats ont été traités et sacrifiés comme préalablement mentionné suivi d’un lavage

bronchoalvéolaire des poumons.
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a- Lavage bronchoalvéolaire

- Principe
L’analyse du liquide de lavage bronchoalvéolaire est une méthode effective pour la détection
de la réponse inflammatoire dans les poumons des animaux lors des études toxicologiques.
L’utilisation de I’analyse du LLBA pour détecter les dommages pulmonaires est basée sur
les cellules épithéliales du tractus respiratoire et le site de contact initial des matériels inhalés
avec le corps. Si le matériel inhalé détruit le tractus respiratoire, les indicateurs de la toxicité
doivent étre présents dans les fluides du tractus. Ces liquides peuvent étre échantillonnés en

lavant la surface ou la superficie intéressée avec la solution saline isotonique.

- Technique de lavage bronchoalvéolaire

La technique de lavage de la région brochoalvéolaire du tractus respiratoire avec de la
solution saline est une technique relativement simple basée sur la méthode de Henderson et
al. (1978 et 1985). Cette méthode consiste a rincer les poumons quatre fois avec 7 ml de
salin 0,15 M (£ 37°C). Les liquides de lavage ont été recueillis dans les tubes de verre,
conserveés sur la glace et ensuite centrifugés a 300 g/10 min a 4°C. Les surnageants ont été
conserves a 5°C jusqu’au moment de I’analyse des parametres biochimiques, indicateurs de
la cytotoxicité pulmonaire. Deux lavages, chacun avec un volume correspondant a 80% de
la capacité totale du poumon, sont suffisants pour échantillonner la surface lavée. Les
lavages subséquents, si combinés avec le premier ont servi a diluer les paramétres qui nous

intéressent.

- Paramétres mesurés dans le liguide de lavage comme indicateurs des

dommages pulmonaires.

Apres la centrifugation, le surnageant a été analysé pour les indicateur biochimiques du
dommage et les indicateurs de la cytotoxicité incluant les enzymes cytoplasmiques libérés
des cellules endommageées vers les liquides extracellulaires. L’enzyme cytoplasmique qui se
trouve étre I'un des indicateurs les plus sensibles du dommage est la LDH (Henderson et al.,

1978, 1979a et 1979b, 1981). La croissance de I’activité phagocytaire ou de la toxicité et la
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lyse des cellules phagocytaires a été détectée par ’analyse des enzymes lysomales ou
peroxisomale telles que phosphatase acide (ACP). Les protéines solubles du LLBA ont été
utilisées comme une indication de la croissance de la permeabilité des alvéoles, véritable
barriére capillaire. La croissance des protéines du LLBA indique un processus inflammatoire
dans la région bronchoalvéolaire. Certains enzymes ont €t¢ considérés comme marqueurs du
dommage des types spécifiques de cellules, c’est le cas de 'alcaline phosphatase (ALP) qui a
été considérée comme un marqueur possible de la prolifération des cellules de type II, suivi

de ACP pour le dommage des cellules de type I (HOOK, 1978).

b- Principes et méthodes des paramétres mesurés dans le LLBA et dans I’homogénat

des poumons

1. Protéines
Les protéines du liquide de lavage bronchoalvéolaire et du tissu des poumons sont mesurées
en utilisant la technique de Sigma numéro 610, basée sur la méthode colorimétrie de

Bradford (1976).

1.1 Instrument
Un spectrophotometre Beckman modele DU-7, couplé a un systéme de chauffage
maintenant les cuvettes a une température constante de 30°C et a une imprimante de marque

Beckman a été utilisé.

1.2 M¢éthode
La solution stock de protéine a été préalablement préparée en mélangeant un volume du
réactif de protéine catalogue No. 610-2 avec quatre volumes d’eau milli-Q dans un
contenant en plastique. Un volume de 2,5 ml de la solution de protéine a ét€¢ mis dans les
tubes libellés blanc, standard et test. Par la suite, des volumes de 0,05 ml de chlorure de
sodium, catalogue No. 430 AG-4, 0,05 ml de la solution standard catalogue No. 410-30 et

0,05 ml de I’échantillon ont été additionnés respectivement dans les tubes blanc, standard et
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test. Tous les tubes ont été mélangés, laissés reposer pendant deux minutes puis transférés
dans les cuvettes. Les absorbances A fest et A standard ont été ensuite lues au
spectrophotométre a 595 nm en utilisant le blanc comme référence. La courbe standard (plot
A versus concentrations des standards (15, 30 et 50 mg/dl) a été obtenue en utilisant la
solution de protéine standard catalogue No. 610-11. La linéarit¢ de la courbe standard
(absorbance vs concentration en protéine) a été calculée et la concentration en protéine de
chaque échantillon a été déterminée a partir de la pente de cette courbe: protéine (mg/dl) =

(A test] A standard) x concentration de standard.

2. Phosphatase acide (ACP)

La détermination de I’activité de la phosphatase acide dans le liquide de lavage et dans les

tissus de poumons a été effectuée selon la méthode de Sigma Diagnostics No 104.

2.1 Principe

Les procédures de détermination de la phosphatase acide dépendent de I’hydrolyse de p-

nitrophényl-phosphate en phosphate inorganique et en p-nitrophénol.

2.2 Instrument
Un spectrophotométre Beckman modéle DU-7, couplé a un systéme de chauffage
maintenant les cuvettes a une température constante de 30°C et a une imprimante de marque

Beckman a été utilisé.

2.3 Meéthode
Réactifs : - Substrat phosphatase Sigma 104
- solution de tampon citrate
- solution standard de p-nitrophénol

- solution tampon tartrate
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Précautions prises

Les échantillons, une fois collectés ont été réfrigérés immédiatement. Nous avons ensuite fait
une centrifugation poussée pendant une heure environ. Le reste des échantillons a été

conservé dans le réfrigérateur a une température variant entre 2 et 8°C.

Préparation des échantillons

Deux tubes de la solution stock du substrat contenant chacun 0,5 ml d’aliquot provenant du
congélateur ont été placés a 37°C dans le bain marie. Par la suite un volume de 0,5 ml de
tampon citrate catalogue No 104-4 a été ajouté dans chaque tube, le tout fut mélangé et mis
dans le bain marie. Un volume de 0,2 ml d’eau a été pipeté et introduit dans le tube étiqueté
réactif blanc et 0,2 ml de I’échantillon ont été introduits dans le tube étiqueté Zest. Apres
avoir ajusté le temps exact, les tubes ont été mélangés doucement et remis dans le bain marie
pendant 30 minutes. Le blanc de 1’échantillon a été préparé en mélangeant 6,0 ml de O,IN
NaOH avec 0,2 ml de I’échantillon. L’absorbance du blanc de I’échantillon a été lue au
spectrophotométre en utilisant P'eau comme référence a 410 nm. Les unités de la
phosphatase acide correspondant a cette lecture ont été obtenues a partir de la courbe de
calibration ou la courbe standard (soit A I’activité de ACP correspondante). Un volume de 5
ml de 0,1N NaOH a été ajouté dans le tube servant de blanc du réactif et dans les tubes test
30 minutes exactement aprés I’addition de 1’échantillon au substrat et le tout a été¢ mélangg
par inversion.

L’absorbance du test (échantillon) a été lue a 410 nm en utilisant le blanc réactif comme
référence. Les unités de la phosphatase acide correspondant a cette lecture ont été
déterminées a partir de la courbe de calibration (soit B I’activité de ACP correspondante).
Pour obtenir I’activité totale de la phosphatase acide, on a soustrait ’activité¢ de la
phosphatase acide du blanc de I’échantillon a celle de la phosphatase acide de I’échantillon

(L activité totale de ACP =B - A).
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La courbe de calibration de la phosphatase acide a été obtenue en diluant la solution p-

nitrophénol avec 0,02N NaOH.

Tubes Solution diluée de p-|0,02N NaOH (ml) Activit¢ de  ACP
nitrophénol (ml) (unités Sigma/ml)
1 | 10 0,28
2 2 9 0,56
3 4 7 1,12
4 6 5 1,68
5 8 3 2,24
6 10 1 2,80

Lire I’absorbance de chaque tube a 410 nm en utilisant 0,02N NaOH comme référence et

construire la courbe de calibration de I’absorbance en fonction des unités sigma.

3. Phosphatase alcaline (ALP)

La détermination de ’activité de la phosphatase alcaline dans le liquide de lavage et dans les

tissus de poumons a ¢té effectuée selon la méthode de Sigma Diagnostics No 104 qui est

semblable a celle décrite par Bowers et McCom (1966).

3.1 Principe

Les procédures de détermination de la phosphatase alcaline dépendent de ’hydrolyse de p-

nitrophényl-phosphate en phosphate inorganique et en p-nitrophénol. L hydrolyse se fait &

pH alcalin et la formation du p-nitrophénol présente un maximum d’absorbance a 405 nm.

La phosphatase alcaline catalyse la réaction suivante:

p-nitrophényl-phosphate + H,O _ALP

» p-nitrophénol + Phosphatase
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3.2 Instrument
Un spectrophotométre Beckman modéle DU-7, couplé & un systéme de chauffage
maintenant les cuvettes a une température constante de 30°C et a une imprimante de marque

Beckman a été utilise.

3.3 Méthode

Le réactif ALP a été reconstitué avec le volume d’eau déionisée indiqué sur I’étiquette du
Flacon. On a porté a 30°C la cuvette contenant 1 ml du réactif, on y a ajouté 0,02 ml
d’échantillon et on a mélangé le tout par inversions. La cuvette a été ensuite incubée dans le
réceptacle a cuvettes pendant 30 secondes. On a lu I’absorbance contre I’eau & 405 nm ceci
correspondait a A initiale, on a poursuivi I'incubation a 30°C et on a noté ’absorbance a 1
min et 4 2 min aprés la lecture de la premiére absorbance. L’absorbance a 2 min
correspondait a4 A finale. La variation de I’absorbance par minute (AA/min) a été obtenue en
soustrayant A initiale de A finale et en divisant par 2.

L’activité de ALP a été obtenue comme suit:

ALP (U/L)= AA/min x Vt x 1000
18,45 x Ve x 1

AA/min = variation d’absorbance par minute a 405 nm

Vit = Volume totale du mélange réactionnel (1,02 ml)

Ve = Volume de [’échantillon (0,02 ml)

18,45 = Absorption de 1 mM du p-nitrophénol & 405 nm

1 = Trajet optique (1 cm)

1000 = Facteur de conversion des U/ml en U/L

NB: Une unité d’activité ALP a été définie comme étant la quantité d’enzyme qui catalyse la

formation d’une micromole de p-nitrophénol par minute dans les conditions du dosage.
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4. Lactate Déshydrogénase (LDH)

La détermination de I’activité de la lactate déshydrogénase dans le liquide de lavage et dans

les tissus de poumons a été effectuée selon la méthode de Sigma .

4.1 Principe

La lactate déshydrogénase catalyse l'interconversion du lactate et du pyruvate. La
détermination de I’activité de LDH est basée sur I’oxydation du lactate en pyruvate ou sur la
réduction du pyruvate en lactate, cette méthode est basée sur celle de Amador et al. (1963).

Lactate + NAD__LDH __ Pyruvate + NADH + H'

La LDH catalyse ’oxydation du lactate en pyruvate avec réduction simultanée de
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) en NADH dont la formation se traduit par une

¢lévation de ’absorbance a 340 nm.

4.2 Instrument
Un spectrophotométre Beckman modéle DU-7, couplé a un systéme de chauffage
maintenant les cuvettes a une température constante de 30°C et & une imprimante de marque

Beckman a été utilisé.

4.3 Méthode

Le protocole consiste a préparer dans un premier temps le réactif Lactate Déshydrogénase
(LD-L) selon les instructions décrites sur les bouteilles. Ainsi, un millilitre du réactif a été
mélangé par inversion avec 0,05 ml de I’échantillon. On a effectué la lecture de I’absorbance
a 340 nm a 30°C pendant 30 secondes ce qui correspondait a A initial. On a continu¢ la
lecture a toutes les 30 secondes et I’absorbance mesurée aprés 60 secondes correspondait a
A finale. On a soustrait alors A initiale de A finale pour obtenir la variation d’absorbance par
minute (AA/min).

L’activité de la lactate déshydrogénase a été déterminée comme suit:

Activité de LDH (U/L)= AA/min x Vt x 1000

6,22 x Ve x 1
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AA/min = variation d’absorbance par minute a 340 nm

Vit = Volume totale du mélange réactionnel (1,05 ml)

Ve = Volume de I’échantillon (0,05 ml)

6,22 = Absorption de 1 mM de NADH a 340 nm

1 = Trajet optique (1 cm)

1000 = Facteur de conversion des U/ml en U/L

NB: Une unité d’activité LDH a été définie comme étant la quantité d’enzyme qui catalyse la

formation d’une micromole de NADH par minute dans les conditions du dosage.

3.2.2 Evaluation de la néphrotoxicité

A- Paramétres d’atteintes urinaires

1. N- acétyle- - D glucosaminidase (NAG)

L’activité urinaire de N- acétyle- B- D glucosaminidase (NAG) a été déterminée en utilisant
la méthode colorimétrique (Maruhn, 1976) aprés avoir filtré 1'urine sur la colonne de

Sephadex G-50 (Werner et al., 1969).

1.1 Instruments
Un bain-marie rotatif, de marque Lab-Line Instruments Inc., modéle 3540 et un

spectrophotométre, LKB-Biochrom Ultraspec, modele 4050 ont été utilisés.

1.2 Méthode
La colonne de Séphadex G-25 a été préalablement lavée avec 10 ml de NaCl 0,9 %, ensuite
un volume de 1 ml d’urine centrifugée a été filtré sur une colonne de Séphadex G-25, aprés
y avoir ajouté 2 ml de NaCl 154 mM. Aprés chaque filtration, la colonne a été rincée avec
25 ml d’une solution contenant de NaCl 154 mM et du NaN; 3,1 mM, une substance
bactéricide et avec 10 ml de NaCl 154 mM. Le filtrat a ét¢ ensuite récolté et gardé au

réfrigérateur. Pour analyser ’activité enzymatique, un tampon citrate de 200 ml (56 ml
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d’acide citrique 1 mM + 44 ml de Na-citrate 1 mM + 100 ml de H,O) de pH 4,4 et un
tampon-AMP  (2-amino-2-méthyl-1-propanol) de 750 mM et de pH 10,25 ont été
préalablement préparés. Le substrat a été préparé le jour méme de 1’analyse en dissolvant le
p-Nitrophényl-N-acétyl-B-D-glucosaminide dans le tampon citrate. Les échantillons et le
substrat ont été ensuite pré-chauffés dans le bain-marie a 37°C pendant 2 & 3 minutes. La
réaction enzymatique s'est déclenchée lors du mélange de 0,5 ml d’urine filtrée avec 0,5 ml
du substrat. Cette réaction s'est déroulée a 37°C pendant 15 min et a pris fin lorsqu’on y a
ajouté 0,5 ml de tampon-AMP. Avant de lire I’absorbance au spectrophotomeétre & 405 nm,
les blancs ont été d’abord préparés: le blanc du réactif contenant 0,5 ml de NaCl 0,9 %, 0,5
ml de substrat et 0,5 ml de tampon-AMP et le blanc des échantillons contenant 0,5 ml
d’urine filtrée, 0,5 ml de NaCl 0,9% et 0,5 ml de tampon-AMP. Tous les échantillons y
compris les blancs ont subi une période d’incubation de 15 minutes. La réaction enzymatique
se traduit par I’apparition d’une coloration jaune en milieu alcalin. L activité enzymatique a
été calculée selon la loi de Beer-Lambert dont la formule est la suivante:

U.L/L = [Ae-(Aub+Arb)] x V x 1000 x df

Exdxvxt

Ae = Absorbance de I’échantillon

Aub = Absorbance du blanc de I'urine

Arb = Absorbance du blanc du réactif

V = volume final de 1’échantillon =1,5 ml
t = temps de la réaction = 15 minutes
E = coefficient d’extinction = 18,5 cm*/umole
d = épaisseur de la cuvette = 1 cm

df = facteur de dilution
v = volume de I’échantillon de "urine = 0,5 ml

Les résultats sont exprimés en U.1/kg de poids corporel.
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2. y-glutamvltranspeptidase (v-GT)

L’activité de y-glutamyltranspeptidase (y-GT) dans I'urine a été mesurée selon une méthode

colorimétrie (Dierick, 1981).

2.1 Instrument
Un spectrophotométre Beckman modéle DU-7, couplé & un systéme de chauffage
maintenant les cuvettes a une température constante de 30°C et a une imprimante de marque

Beckman a été utilisé.

2.2 Principe

Cette méthode est basée sur la libération de la p-nitroaniline due a la réaction de la

v-glutamyl-p-nitroanilide avec la glycylglycine en présence de la y-GT.

2.3 Méthode

Un substrat a été préalablement préparé en dissolvant de la glycylglycine, de la y-L-glutamyl-
p-nitroanilide, du NaCl et du Triton-X-100 dans un tampon Tris de 185 mM de 2-amino-2-
(hydroxyméthyl)-1,3-propanédiol jusqu'a l'obtention d'un pH de 8,25. La concentration
finale a été de 80 mM de glycylglycine, 3 mM de y-L-glutamyl-p-nitroanilide, 154 mM de
NaCl et de 1% de Triton X-100. Les urines ont été diluées vingt fois avec de 1’eau milli-Q.
Le substrat a été préchauffé a 30°C. Dans une cuvette maintenue a 30°C, 3 ml de substrat et
200 pl d’urine diluée ont €té mélangés pour faire démarrer la réaction enzymatique. Une
augmentation de la densité optique a une longueur d’onde de 405 nm a été enregistrée par le
spectrophotometre pendant 3 & 5 min, avec une sensibilité de ’appareil fixée a 0,2 A.
L’activité enzymatique a été obtenue en calculant:

U.L/L = AA/At x V x 1000 x df

Exdxv
AA/At = Changement de 1’absorbance par minute

V = volume total de I’échantillon = 3,2 ml
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df = facteur de dilution = 20

E = coefficient d’extenction = 9,9 cm*/umole

d= épaisseur de la cuvette = 1 cm

v = volume de I’échantillon utilisé pour 1’éssai (0,2 mL)

Les résultats sont exprimés en U.1./kg de poids corporel.

3. Protéines urinaires

Les proteines urinaires sont mesurées en utilisant la technique de Sigma numéro 610, basée
sur la méthode colorimétrie de Bradford (1976). La méthode et les instruments utilisés sont

les méme que ceux décrits dans I'évaluation de la toxicité pulmonaire (pages 21).

4, Glucose urinaire -

Les concentrations de glucose dans I’urine ont été analysées en utilisant la technique Sigma

n°.115, basée sur la méthode de Caroll et al. (1970).

4.1 Principe
L’analyse est basée sur la conversion du glucose en glucose 6-phosphate, couplé avec le
réducteur subséquent de la NADP en NADPH en présence du PMS. INTH produit par la

réduction du INT par NADPH et mesuré colorimétriquement & 520 nm selon la réaction

suivante:
Hexakinase
Glucose + ATP » Glucose-6-Phosphate + ADP
Mg++
G-6-PDH
Glucose-6-Phosphate + NADP > 6-Phosphogl#conate + NADPH
NADPH + PMS — NADP + PMSH
PMSH + INT _» PMS + INTH

La quantité de INTH formée est directement proportionnelle a la concentration du glucose.
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4.2 Instrument
Un spectrophotométre Beckman modéle DU-7 couplé a un systéme de chauffage maintenant
les cuvettes a une température constante de 30°C et a une imprimante de marque Beckman a

été utilisé.

4.3 Méthode
Le réactif enzymatique a été constitué aprés avoir ajouté¢ 17 ml d’eau distillée et 4 ml de
réactif coloré. Un volume de 500 pl a été prélevé de ce réactif et mis dans les éprouvettes.
Dix pl de chaque échantillon y ont été ajoutés pour I’analyse. Les éprouvettes ont été
laissées au repos pendant 5 a 10 minutes une fois agitées délicatement. La réaction
enzymatique a été ensuite arrétée en ajoutant 5 ml de HC1 (0,IN). Le contenu de chaque
éprouvette a été transféré dans une cuvette ou ’absorbance a été mesurée a 500 nm au
spectrophotométre. Les résultats ont été obtenus a partir d’'une courbe standard préparée a

partir d’une solution standard de glucose (1 mg/ml).

B- Paramétres d’atteintes sériques

1. L'azote uréique sérique (BUN)

La concentration d’azote uréique contenue dans le sérum a été déterminée selon la
procédure urée (Point Final) Sigma Diagnostics. L'urémie a €té mesurée suite a des

réactions enzymatiques couplées mettant en jeu 'uréase et la glutamate déshydrogénase.

1.1 Principe
Uréase

Urée + Hzo ¥ 2NH3 + CO2

GLDH
NH; + a-Cétoglutarate + NADH ____ | Glutamate + NAD + H,O
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L’urée est hydrolysée en ammoniac et en dioxyde de carbone lors de la réaction catalysce
par I'uréase. L ’a-cétoglutarate est aminé en glutamate par I’ammoniac avec oxydation du
NADH en NAD lors de la réaction catalysée par la glutamate déshydrogénase (GLDH). Une
diminution de I’absorbance a 340 nm due a I’oxydation du NADH en NAD est directement

proportionnelle & la concentration d’urée dans 1’échantillon.

1.2 Instrument
Un spectrophotomeétre Beckman modéle DU-7 couplé & un systeme de chauffage maintenant
les cuvettes a une température constante de 30°C et & une imprimante de marque Beckman

et une centrifugieuse, International Equipment Co., modele HN-S ont été utilisés.

1.3 Méthode
Le réactif Urée (Point Final) a été reconstitué avec le volume d’eau déionisée indiqué sur
I’étiquette du flacon. Apres la reconstitution du réactif, le flacon a €té bouché et meélangé
immédiatement par inversion sans le secouer. Un volume de 1 ml du réactif a été€ pipeté dans
chaque tube et incubé a la température du dosage (37°C), un volume de 0,005 ml de
I’échantilion y a été ajouté et le tout a été mélangé rapidement par inversion et incubé de
nouveau pendant 5 minutes dans un bain-marie. Immédiatement aprés cette période, les
échantillons et le blanc réactif ont été lus au spectrophotometre a 340 nm. La variation de
I’absorbance (AA/min) due a la présence de 'urée a ¢té obtenue en soustrayant I’absorbance
de I’échantillon a celle du blanc réactif. L’urémie (g/L) de I’échantillon a €té détermine¢ de la
fagon suivante:

Urémie (g/L) = (AA/min) x Vt x 1000 x MA

6,22 x Ve x 1 x 10°

AA/min = variation de I’absorbance par minute a 340 nm

Vt = volume total (1,005 ml)

1 = trajet optique (1 cm)

v = volume de I’échantillon (0,005 ml)

6,22 = coefficient d’absorption millimolaire du NADH a 340 nm



33

1000 = facteur de conversion des millilitres en litre
MA = masse atomique de I’azote (14,01)

10° = conversion des microgrammes en grammes

2. Protéines et glucose plasmatiques

Les protéines et le glucose sériques ont été évalués selon les méthodes décrites ci-haut aux

pages 21 et 30.

3.2.3 Evaluation de ’hépathotoxicité

3.2.3.1 Transaminase glutamigque pyruvique (GPT)

L’activité de la transaminase glutamique pyruvique ou de ’alanine aminotransférase a été
dosée selon la méthode sigma No 59-UV basée sur la méthode de Wroblewski et Ladue
(1956). La GPT est largement présente en grandes concentrations dans le foie, les reins et le
coeur. Les taux de la GPT sont légérement supérieurs a la normale en présence des hépatites
et d’autres troubles hépatiques. Ces taux augmentent systématiquement lorsque les cellules

hépatiques sont endommagées.

3.2.3.1.1 Principe

L-Aniline + Cétoglutarate GPT , Acide pyruvique + Acide Glutamique.
Pyruvate + NADH LD lactate + NAD

La GPT catalyse le transfert du groupement aminé de ’alanine sur Cetoglutarate pour
former le glutamate et du pyruvate qui est ensuite réduit en lactate en présence de lactate
déshydrogénase (LD) avec oxydation couplée de la nicotinamide dinucléotide (NADH). La

variation de ’absorbance a 340 nm est directement proportionnelle a I’activité de la GPT
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3.2.3.1.2 Instrument
Un spectrophotométre Beckman modéle DU-7 couplé a un systeme de chauffage maintenant
les cuvettes a une température constante de 30°C et a une imprimante de marque Beckman

et une centrifugeuse, International Equipment Co., modele HN-S ont été utilisés.

3.2.3.1.3 Méthode

Le réactif GPT a été reconstitu¢ avec le volume d’eau déionisée indiqué sur I’étiquette du
flacon. Une fois reconstitué, dans les cuvettes d’essai, on a mélangé 1 ml du réactif avec 0,1
ml de I’échantillon que I’on a mélangé immédiatement par inversion. On a incubé le tout a
30°C pendant 90 secondes. Aprés I'incubation, on a lu I’absorbance au spectrophotométre
pendant 2 a 3 min, la lecture se faisant par intervalle de 30 secondes. La variation de
I’absorbance par minute (AA/min) a ¢t¢ déterminée en soustrayant A final de A initial.
L’activité de la GPT a été calculée comme suit:

ALT (U/L)= (AA/min) x Vt x 1000

06,22xexv
AA/min = variation de I’absorbance par minute a 340 nm
Vt = volume total (1,1 ml)
e = trajet optique (1 cm)
v = volume de I’échantillon (0,1 ml)
6,22 = coefficient d’absorption millimolaire du NADH a 340 nm

1000 = facteur de conversion des millilitres en litre

3.2.4 Evaluation de I'immunotoxicité

Les effets immunotoxiques du sulfate de nickel ont été évalués en étudiant le pourcentage et
le nombre absolu des sous populations lymphocytaires (CD4", CDS", B) et le rapport
CD4/CD8 dans la rate et le thymus selon le protocole utilisé dans le laboratoire du Dr. Lucie

Lamontagne (UQAM). La technique consistait & prélever la rate et le thymus, a déterminer
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la cellularité par Coulter Counter et a analyser les lymphocytes par cytoflurométrie de flux

(FACSCAN, B-D).

3.2.5 Evaluation de la toxicité sur les testicules

La toxicité du sulfate de nickel sur le systéme reproducteur a été évaluée en pesant le poids
des testicules et en mesurant les activités de la phosphatase acide (ACP), de la phosphatase
alcaline (ALP), de la lactate déshydrogénase (LDH) et la quantité de protéines totales dans
’homogénat des testicules selon les principes et les méthodes décrits ci-haut (pages 21, 22,

24 et 26).

3.2.6 Evaluation du pourcentage d'hématocrite

Le pourcentage d'hématocrite & été évalué a l'aide d'une centrifugieuse et des tubes micro-

hematocrites de CRITOCAP.

3.3 Evaluation de la bioaccumulation du sulfate de nickel

L’étude de la bioaccumulation a été effectuée par le dosage analytique du nickel dans les

tissus du foie, des reins, des poumons, du coeur, du cerveau, des testicules et de la rate.

3.3.1 Nettovage de la vaisselle

Pour éviter toute sorte de contamination, les tubes de digestion, la vaisselle a utiliser et les
cupules ont été lavés avec un détergeant liquide, rincés quatre fois avec de I’eau et mis dans
une solution de 0,5% de HNO; pendant 24 heures, puis rincés 6 fois avec de ’eau milli-Q et
stockés dans les bacs en plastique préalablement décontaminés pendant 24 heures dans

0,5 % de HNOs.

3.3.2 Préparation des échantillons

Un gramme de tissu est mis dans un digesteur avec capuchon en Téflon, on y ajoute 1 ml de

HNQO; (ultrapur), on chauffe le tout & 70°C jusqu’a ce que la solution devienne claire, tout
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en surveillant de temps en temps pourqu’il n’y ait pas d’éclaboussure. Les tubes ont été
refroidis sur de la glace pendant 20 min avant d’étre ouverts afin de réduire la pression et
condenser la vapeur de I’acide. Les digestats ont été rincés dans les flacons en plastique et
dilués avec un volume approprié d’eau milli-Q pour obtenir une solution finale d’acide
nitrique (HNOs) 0,2%. Les digestats ont été ensuite stockés a -20°C dans le réfrigérateur

pour une analyse ultérieure.

3.3.3 Procédure d’analyse

Le dosage du nickel dans les différents organes sous condition sub-chronique a ét¢ faite dans
le laboratoire de chimie de l'université de Montréal a I’aide de ICP-MS qui est une méthode

basée sur celle décrite par Houk (1986).

3.4 Analyses histologiques

Les organes (foie, rein, poumon, coeur, cerveau, rate, intestin) ont été fixés avec 10% d’une
solution de “tampon formaline neutre” et imbibés dans la paraffine, sectionnés a 5 um

d’épaisseur, coloreés avec hematoxyline et eosin, puis examines au microscope optique pour

les altérations histologiques.

3.5 Evaluations statistiques

Les valeurs moyennes ont été calculées (X + ES) pour tous les paramétres évalués dans
chaque groupe d’exposition. Les comparaisons multiples entre les groupes traités ont €te
faites en utilisant ’analyse de variance (ANOVA). Une importance statistique lorsque ces
groupes traités ont €té comparés aux groupes controles a été évaluée en utilisant le T-test
de Dunnett adapté pour des comparaisons multiples. Les seuils de signification ont été fixés
ap<0,05 Le T-test de Student a été aussi utilisé pour des comparaisons entre un groupe

exposé et le controle correspondant.



Chapitre 3

RESULTATS
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Les communications qui découlent de ce projet sont présentées en annexes.

3.1 Etude préliminaire de type sub-chronigue (deux semaines)

Cette étude avait pour but de déterminer la dose minimale qui nous permettait d’obtenir les
résultats significatifs que ce soit au niveau de la toxicité ou au niveau de la bioaccumulation.
Les doses administrées variaient entre 0,1 et 1% de sulfate de nickel. Cette étude avait aussi
pour but de vérifier 'existence d’une relation dose-effet entre 1’administration orale des
doses croissantes de sulfate de nickel et certains paramétres de toxicité rénale, pulmonaire,
hépatique, immunitaire et reproducteur.

A cet effet, la plupart des réponses significatives sont survenues a des doses de 0,5% et 1%,
et durant méme la période d’expérimentation, nous avons observé 60 % de mortalité (3 rats
sur 5 sont morts) chez les rats exposés a 1% de sulfate de nickel. C’est pour cette raison
(taille de I’échantillon) que les données obtenues dans ce dernier groupe ne sont pas incluses

dans les analyses statistiques et n’apparaissent pas dans nos résultats.

3.1.1 Croissance corporelle

Les résultats obtenus montrent une diminution tres significative (p < 0,01) du poids corporel
chez les groupes traités avec la dose de 0,5%, alors qu’on observait une augmentation chez
les rats non exposés et chez ceux exposés a 0,1%. Le poids corporel des rats diminue avec

I’augmentation de la dose du sulfate de nickel ( tableau I ).
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Tableau I Effets du sulfate de nickel sur le poids corporel moyen (g + sem) des rats males

Sprague Dawley(n = 5) aprés deux semaines d’exposition orale par ’eau de consommation.

concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,1 0,5
avant exposition 2144 + 3,429 215,0 £4,05 2132+437
aprés exposition 308 + 5,99 305,75 + 6,82 166 + 18,51*

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)

Tableau II: Effets du sulfate de nickel sur le poids relatif des organes ( poids

d’organe/poids corporel) des rats males Sprague Dawley(n

d’exposition orale par I’eau de consommation

5) apres deux semaines

organes concentrations (%) de NiSQ, dans I’eau de consommation
0 0,1 0,5

foie 3,983+ 0,179 3,946 + 0,244 3,432 + 0,046
rein 0,668 = 0,039 0,661 + 0,026 0,918 + 0,092*
cerveau 0,594 + 0,050 0,638 + 0,010 1,169 + 0,100*
rate 0,168 + 0,024 0,188 + 0,027 0,232 + 0,023
testicule 0,890 + 0,095 0,970 + 0,061 1,636+ 0,124*
coeur 0,286 = 0,040 0,304 + 0,040 0,367 + 0,065
poumon 0,609 + 0,168 0,768 + 0,095 1,332 £ 0,162*

différence significative entre les groupes exposés et controle (p <0,05)
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3.1.2 Evaluation de la néphrotoxicité du sulfate de nickel

Nous avons estimé la toxicité sur le systéme rénal en analysant toute une batterie de
paramétres reconnus pour la toxicité rénale. Le choix de ces paramétres repose d’abord sur
le fait que les informations disponibles sont incompletes concernant la néphrotoxicité du
sulfate de nickel et sur I’hétérogénécité du rein aussi bien structurelle que fonctionnelle.
Parmi cette batterie de parametres, deux d’entre-eux sont moins spécifiques, mais aussi

importants par rapport aux autres, a savoir le poids des reins et le volume d’urine excrétée.

3.1.2.1 Evaluations des parameétres moins spécifiques

- Le poids relatif des reins

Les résultats obtenus lors de I’analyse du poids relatif des reins montrent une augmentation
du poids des reins par rapport aux controles, et ce de fagon significative (p < 0,05) chez les

rats exposés a 0,5 % de sulfate de nickel (tableau II).

- Le volume urinaire

Les résultats montrent une forte diminution du volume d’urine des rats exposés. Cette

diminution du volume est d’autant plus significative lorsque la dose augmente (tableau III).

- Le taux de glucose sérique

Le glucose sérique a été ausst évalué. On observe une diminution non significative du taux

de glucose sérique chez tous les rats exposés (tableau V).

- Le taux de protéines plasmatiques

On observe une diminution de la quantité de protéines plasmatiques chez les rats exposés a

0,5% (tableau V).
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3.1.2.2 Evaluation de I’intéerité elomérulaire

- Le taux d’azote sérique (BUN)

Les résultats montrent que 1’exposition subchronique (deux semaines) par voie orale des rats
au sulfate de nickel provoque une augmentation significative du taux de BUN (p < 0,05 )

dans le plasma des rats exposés a 0,5 % par rapport au contrdle (tableau V).

- L’excrétion des protéines urinaires

Les résultats obtenus démontrent que le sulfate de nickel ne provoque aucun changement

significatif sur I’excrétion urinaire des protéines totales chez les rats exposés (tableau III).

3.1.2.3 Evaluation de P’intéerité tubulaire

Ce segment est caractérisé par ses multiples fonctions dont la sécrétion et la réabsorption.
Dans notre étude, la fonction sécrétrice n’a pas été €lucidée, nous nous sommes limités sur

la réabsorption tubulaire qui a été évaluée en dosant le glucose dans I'urine.

- Le glucose urinaire

On observe dans le tableau IT1, une augmentation significative (p < 0,05) du taux de glucose

dans les urines de tous les rats exposés par rapport au controle.

- L’activité de N-acétyl-B-D-glucosaminidase (NAG) dans 'urine

L’activité urinaire de N-acétyl-B-D-glucosaminidase (NAG) est restée stable (tableau IV).

- L’activité urinaire de v-GT

Aucune différence significative par rapport au controle n’a été observée dans I’activité

urinaire de y-GT chez les groupes traités (tableau IV).
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3.1.3 Evaluation de I’hépatotoxicité du sulfate de nickel

Une évaluation non approfondie de I’hépatotoxicité a été effectuée en pesant le poids du foie
et en dosant I’activité de GPT dans le plasma qui est un bon indicateur des perturbations au
niveau hépatique. Les résultats montrent une diminution significative (p < 0,05) du poids

relatif du foie (tableau II) et de I’activité de GPT a 0,1% et a 0,5% (tableau V).
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Tableau III: Effets du sulfate de nickel sur I’excrétion urinaire du glucose et des protéines

totales chez les rats males Sprague-Dawley (n = 5) aprés deux semaines d’exposition orale

par ’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation
0 0,1 0,5
volume d’urine (mL /24h) | 71,5+ 1,32 245+ 1591* 14,75 + 7,95%

protéines totales (mg/kg/24h) | 37,17+ 6,02

45,09+ 4,28

49,41 + 18,26

glucose (mg/kg/24h)

7,61 + 1,00

50,50 + 14,03 *

53,88 + 0,84 *

* différence significative entre les groupes exposés et controle (p <0,05)

Tableau IV: Effets du sulfate de nickel sur I’activité urinaire des enzymes NAG et y-GT

chez les rats males Sprague-Dawley (n = 5) aprés deux semaines d’exposition orale par I’eau

de consommation.

enzymes concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,1 0,5
NAG (U/kg/24h) [0,54 +£0,10 0,49 + 0,07 0,55 + 0,06
v-GT (U/kg/24h) |19,78 £4,17 17,71 £2,69 26,06 £ 11,65
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Tableau V: Effets du sulfate de nickel sur les concentrations plasmatiques du glucose, des

protéines totales, du GPT et du BUN chez les rats males Sprague-Dawley (n = 5) aprés

deux semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,1 0,5
glucose (mg/dl) | 153,03 + 12,31 130,00 + 4,72 125,30 + 9,66
protéines (mg/dl) |3262,9 +39,9 3196,6 + 32,0 3023,6 +76,2 *
BUN (mg/dl) 12,63 + 1,18 9,98 + 0,94 20,76 £3,67 *
GPT (U/L) 35,67 +2,03 21,13 £ 5,94% 27,27 +3,20

* différence significative entre les groupes exposés et controle (p <0,05)

** différence trés significative entre les groupes exposés et controle (p <0,005)




3.1.4 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur le systeme pulmonaire

3.1.4.1 Le poids relatif des poumons

Le poids relatif (poids des poumons/poids corporel) des poumons a été€ analysé. On observe

une augmentation du poids relatif des poumons des rats exposés a 0,5 % (tableau 1I).

3.1.4.2 FEtude des paramétres mesurés dans le LLBA

Nous avons observé une diminution des activités de ALP et de LDH dans le LLBA.

L’activité¢ de ACP et la quantité de protéines totales sont restées stables (tableau VI).

3.1.4.3 Etude des parameétres mesurés dans le tissu pulmonaire

Tous les résultats des parameétres mesurés dans le tissu pulmonaire se retrouvent dans le

tableau VII.

- L’activité de ALP

L’activit¢ de la phosphatase alcaline qui est un marqueur de la toxicité des cellules
épithéliales de type IT diminue significativement (p<0,05) a 0,1% et trés significative a 0,5%

(p £0,005) dans le tissu de poumon par rapport au controle.

- L’activité de LDH

L’activité de LDH qui est un indicateur de la perméabilité membranaire ou rupture des
cellules épithéliales diminue significativement (p < 0,05 4 0,1% et p < 0,005 a 0,5%) de

I’activité¢ de LDH chez tous les rats traités par rapport au controle.

- L’activité de ACP

L’activité de la phosphatase acide qui est un indicateur de Patteinte des cellules épithéliales
de type I diminue significativement (p < 0,05) a 0,5% par rapport au contrdle dans le tissu

pulmonaire.
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3.1.4 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur le systéme pulmonaire

3.1.4.1 Le poids relatif des poumons

Le poids relatif (poids des poumons/poids corporel) des poumons a été analysé. On observe

une augmentation du poids relatif des poumons des rats exposés a 0,5 % (tableau II).

3.1.4.2 Etude des parametres mesurés dans le LLBA

Nous avons observé une diminution des activités de ALP et de LDH dans le LLBA.

L’activité de ACP et la quantité de protéines totales sont restées stables (tableau VI).

3.1.4.3 Etude des paramétres mesurés dans le tissu pulmonaire

Tous les résultats des parametres mesurés dans le tissu pulmonaire se retrouvent dans le

tableau VII.

- L activité de ALP

L’activité de la phosphatase alcaline qui est un marqueur de la toxicité des cellules
épithéliales de type 1l diminue significativement (p<0,05) a 0,1% et trés significative a 0,5%

(p < 0,005) dans le tissu de poumon par rapport au controle.

- L’activité de LDH

L’activit¢ de LDH qui est un indicateur de la perméabilité membranaire ou rupture des
cellules épithéliales diminue significativement (p < 0,05 & 0,1% et p < 0,005 a 0,5%) de

’activité de LDH chez tous les rats traités par rapport au contréle.

- L’activité de ACP

L’activité de la phosphatase acide qui est un indicateur de I’atteinte des cellules épithéliales
de type I diminue significativement (p < 0,05) a 0,5% par rapport au contrdle dans le tissu

pulmonaire.
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- Les protéines totales

Le dosage des protéines totales dans I’homogénat des poumons permettant d’évaluer une
réponse inflammatoire des macrophages alvéolaires ou un dommage de la barriére capillaire-
alvéole montre une diminution non significative des protéines totales dans le tissu de

poumons des rats traités.

3.1.5 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur les testicules

Les résultats obtenus ne montrent aucun changement significatif dans I’activité testiculaire
de ces enzymes et dans la quantité de protéines totales (tableau VIII), mais plutét une

augmentation significative (p < 0,05) du poids relatif des testicules a 0,5 % (tableau II).

3.1.6 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur le systéme immunitaire

L’¢étude de la toxicité du NiSOy sur les sous-populations lymphocytaires de la rate montre
une augmentation du nombre total des cellules a 0,1% qui diminue trés significativement a
0,5 % (tableau IX et X). Mais celui des CD4" et les CD8" augmente 4 0,1% et redevient & la
normale a 0,5% alors que le ratio CD4/CD8 reste inchangé (tableau IX). Le pourcentage de
lymphocytes B augmente de 10% par rapport au contrdle (tableau IX). Ces résultats
montrent donc une induction de la réponse du systéme immunitaire ou une induction de la
réponse immunosuppressive du systéme immunitaire méme si ces différences ne sont pas
significatives pour les CD4" et les CD8". La dose de 0,1 % induit une augmentation trés
forte de la cellularité thymique due & une augmentation significative en pourcentage et en
nombre absolu des lymphocytes T et B et une augmentation non significative des CD4",
CD8" (tableau X). Par contre, la dose 0,5 % apparait particuliérement toxique en induisant
une chute drastique des cellules spléniques totales (tableau IX) et des cellules thymiques (T)

y comprises les lymphocytes CD4', CD8" et B (tableau X).
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3.1.7 Autres toxicités

L’analyse de ’hématocrite montre une augmentation signification (p < 0,05) du pourcentage
de I’hématocrite a 0,5% (tableau V). Le ratio du poids moyen des organes par rapport au
poids corporel moyen en fonction de la dose du sulfate de nickel montre une augmentation
significative du poids relatif du cerveau a 0,5%. Tandis que le poids relatif du coeur est resté
stable chez tous les rats traités (tableau IT). Aucun changement n’a été observé dans les

¢tudes histologiques (données non présentées).



48

Tableau VI Effets du sulfate de nickel sur I’activité des enzymes ACP, ALP, LDH et sur la
quantité de protéines totales dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire (LLBA) des rats

males Sprague-Dawley (n = 3) aprés deux semaines d’exposition orale par I'eau de

consommation.
parameétres concentrations (%) de NiSO, dans ’eau de consommation

0 0,1 0,5
protéines (g/L) 0,11 + 0,012 0,11 = 0,009 0,14 +0,008
ALP(U/g de protéine) |375,51 + 45,27 73.50 23 29% 17,25+ 0,17%*
ACP(U/g de protéine) 18,52 + 1,41 14,85+ 2,33 12,53 + 0,50
LDH(U/g de protéine) |437,72 + 103,61 425,77 +38,83 194,83 + 25,90%

* différence significative entre les groupes exposes et controle (p <0,05)

** différence trés significative entre les groupes exposés et controle (p <0,005)

Tableau VII: Effets du sulfate de nickel sur 1’activité des enzymes ACP, ALP, LDH et sur
la quantité de protéines totales dans le tissu de poumon des rats méles Sprague-Dawley (n =

3) aprés deux semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,1 0,5
protéines (g/L) 4,62+ 0,76 3,97+ 0,12 2,91+ 0,40
ALP 317,08 + 32,22 185,65 + 13,74%* 107,48 + 8 64%**
(U/g de protéine)
ACP 77,37 + 8,50 57,38 + 1,53 4232 + 3,94%
(U/g de protéine)
LDH 877,63 +£79,06 830,48 + 83,44* 74797 + 86,37**
(U/g de protéine)

* différence significative entre les groupes exposés et controle (p <0,05)

** différence trés significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,005)
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Tableau VIII: Effets du sulfate de nickel sur I’activité des enzymes ACP, ALP, LDH et sur

la quantité de protéines totales dans les testicules des rats males Sprague-Dawley (n = 3)

aprés deux semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO; dans I’eau de consommation

0 0,1 0,5
protéines (g/L) 7,13 +£0,13 6,06 +£0,52 6,18 +£ 0,06
ALP (U/g de protéine) | 143,02 + 35,67 195,05 + 31,48 145,72 + 34,67
ACP( U/g de protéine) | 173,09 + 2,08 203,16 + 21,93 185,93 + 28 69
LDH (U/g de protéine) | 819,55 + 104,98 970,04 + 283,21 347,06 + 111,82

Tableau IX: Effets sub-chroniques (deux semaines) du NiSQ, sur le pourcentage des sous-

populations lymphocytaires dans la rate des rats males Sprague-Dawley(n = 2).

traitement | nombre total | CD4" (%) |CDS8 (%) |CD4/CD8 |B (%) poids de la
(% de des cellules rate (mg)
NSOy) (x107)

contréle  |35.82 20,83 11.81 1.76 22.07 0.72

0.1% 58.04* 38,08 19.59 1,94 31,21 0.78

0.5 % 0.66%* 222 11,42 1,94 34,81 0.17

* différence significative entre les groupes exposés et controle (p <0,03)

** difference tres significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,005
& group P i4




Tableau X: Effets sub-chroniques (deux semaines) du NiSO, sur le pourcentage des sous-

populations lymphocytaires dans le thymus des rats males Sprague-Dawley (n = 2).

traitement  |CD4" CD8" totaldes T | autres autres cellule | total de B
cellules + B |sans B

controle 7.42 421 11,45 2417 16,31 7.86

0,1% 22 44%* 11,55 33,99%* 24,95 6.55* 18,40*

0.5 % 0.15%% 0,08%* 0,23%* 0.41%* 0,17%* 0.23%%

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)

** différence trés significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,005)
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3.2 Etudes subchroniques de la toxicité du sulfate de nickel chez les rats

sous différentes conditions d’exposition

L’étude sub-chronique est d’une grande importance dans la mesure ou elle reflete les
conditions d’exposition rencontrées en milieu professionnel ou les employés sont exposés de
fagon répétée a des doses relativement faibles des substances chimiques. A partir des
résultats obtenus dans les études préliminaires, les doses 0; 0,02; 0,05 et 0,1 % ont été
choisies pour vérifier I’effet cumulatif et la tolérance des rats au sulfate de nickel. Cette
expérience s’est échelonnée sur des périodes séquentielles de quatre, huit et treize semaines
afin de mieux suivre ’évolution des effets, pour ensuite évaluer I'importance de la durée

d’exposition sur la toxicité du sulfate de nickel.

3.2.1 Etudes de la toxicité du sulfate de nickel apreés quatre semaines

d’exposition

A partir des résultats obtenus dans les préliminaires, nous avons entrepris cette partie de
I’étude dans le but de vérifier si ’administration orale dans I’eau de consommation des doses
faibles de sulfate de nickel pouvait produire des effets toxiques chez les rats méles pendant
quatre semaines. Aussi, nous voulons vérifier si la durée d’exposition a une influence sur la

toxicité du sulfate de nickel.

Au cours de cette expérience, quatre groupes de 8 rats chacun (de poids corporels variant de
180 a 200 g) ont été approvisionnés avec une eau de consommation contenant des
concentrations de 0; 0,02; 0,05 et 0,1 % de NiSO, pendant quatre semaines. La solution
d’eau sucrée (H,O milli-Q + 2 % de sucre) a été donnée au groupe contréle. Les parametres

évalués sont similaires a ceux évalués dans 1’étude préliminaire.

3.2.1.1 Croissance corporelle

En comparant le poids des rats avant et aprés le traitement dose par dose, nous constatons

une augmentation de la croissance corporelle des rats aprés le traitement. Mais si nous
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comparons le poids des rats exposés par rapport au contrdle, nous remarquons qu’il n’existe
aucun changement significatif dans la croissance corporelle (tableau XT). 11 convient de noter

que le poids des rats a été pris chaque semaine et 24 h avant le sacrifice.
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Tableau XI: Effets du sulfate de nickel sur le poids corporel moyen (en gramme) des rats

méles Sprague Dawley (n = 8) aprés quatre semaines d’exposition orale par I'eau de

consommation.

Concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
avant 182,91 = 1,09 182,53 = 1,18 182,78 + 1,23 182,59 + 1,06
apres 381,41 + 4.43 386,47 + 4,18 384,50 £ 3,57 376,91 + 3,52

Tableau XII: Effets du sulfate de nickel sur le poids relatif des organes ( poids

d’organe/poids corporel) des rats males Sprague Dawley (n = 8) apres quatre semaines

d’exposition orale par I’eau de consommation.

organes concentrations (%) de NiSO4 dans I’eau de consommation
0 0,02 0,05 0,1

foie 3,772 + 0,151 3,842 + 0,145 3,629 £ 0,071 3.477 + 0,081
rein 0,782 + 0,024 0,709 + 0,016 0,788 + 0,031 0,754 + 0,029
cerveau 0,554 + 0,021 0,520 + 0,015 0,541 £ 0,020 0,553 = 0,016
rate 0,231 £ 0,025 0,180 + 0,012 0,223 + 0,022 0,186 = 0,018
testicule 0,841 + 0,022 0,814 + 0,017 0,844 £ 0,031 0,863 + 0,043

coeur 0,284 £ 0,11 0,269 £ 0,14 0,280 £ 0,010 0,288 + 0,008
poumon 0,354 + 0,037 0,406 + 0,029 0,449 + 0,055 0,413 £ 0,025
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3.2.1.2 Evaluation de la néphrotoxicité du sulfate de nickel

Les mémes paramétres étudiés lors de I’expérience préliminaire ont été utilisés pour évaluer

la toxicité sub-chronique rénale (quatre semaines) du sulfate de nickel chez les rats.

3.2.1.2.1 Evaluation des paramétres moins spécifiques

- Le volume urinaire

La mesure du volume urinaire excrété nous montre une anurie ou une oligo-urie qui est
observée de fagon significative chez tous les groupes de rats exposés (p < 0,05 2 0,02 % et

p<0,014a0,05et0,1%) (tableau XIII).

- Le poids relatif des reins

On observe aussi dans le tableau XII aucun changement du poids relatif des reins (ratio du

poids moyen des organes par rapport au poids corporel moyen).

- Les concentrations plasmatiques du glucose et de protéines totales

Le tableau XV ne montre aucun changement quant a la concentration plasmatique du
glucose, mais la concentration plasmatique des protéines augmente significativement a

0,02%.

3.2.1.2.2 Evaluation de Pintéerité glomérulaire

L’intégrité glomérulaire a été évaluée en mesurant la quantité de protéines totale dans 'urine

et le taux de BUN dans le plasma.

- La quantité de protéines totales dans I’urine

Le tableau XIII ne révele aucun changement significatif dans 1’excrétion urinaire de

protéines.
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- Le taux d’azote uréique sérigue (BUN)

Aucun changement significatif du taux de BUN n’a été observé chez les rats exposés par

rapport au controle (tableau XV).

3.2.1.2.3 Evaluation de 'intégrité tubulaire

L’intégrité des tubules a été évaluée en analysant le taux de glucose dans I’urine et 1’activité

urinaire de NAG et de y-GT.

- Le taux de glucose dans ’urine

Le tableau XIIT montre une hyperglycosurie chez tous les rats exposés avec p < 0,05 a

0,02% et p < 0,01 2 0,05 et 4 0,1%.

- L’activite urinaire de NAG

Le sulfate de nickel diminue I’activité urinaire de NAG, mais cette diminution, dose-

dépendante n’est pas statistiquement significative (tableau XIV).

-L’activité urinaire de y-GT

Nous n’observons pas de changement significatif' de I’activité de y-GT (tableau XIV).

3.2.1.3 Evaluation de I’hépatotoxicité du sulfate de nickel

Une évaluation non approfondie de I’hépatotoxicité a €té effectuée en pesant le poids du foie
et en dosant I’activité de GPT dans le plasma. Les résultats obtenus ne montrent aucune
différence significative du poids relatif du foie (tableau XII) et de I’activité de GPT

(tableau XV).



Tableau XIII: Effets du sulfate de nickel sur I’excrétion urinaire du glucose et des protéines

totales chez les rats males Sprague-Dawley (n = 7) aprés quatre semaines d’exposition orale

par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO, dans 1’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
protéines totales| 37,04+ 3,01 39,07+ 2,90 36,25 +4.15 30,37 +2,19
(mg/kg/24h)
volume  d’urine|33,71%= 7,70 17,86 £2,53* 8,00+ 0,98%* 6,50 £ 0,70**
(mL)
glucose 16,08 + 6,89 51,44+ 1691 * | 74,68 +10,09%* |67,40 + 7,69%*
(mg/kg/24h)

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)

** différence tres significative entre les groupes exposés et controle (p <0,01)

Tableau XIV: Effets du sulfate de nickel sur I’activité urinaire des enzymes NAG et y-GT

chez les rats males Sprague-Dawley (n = 7) aprés quatre semaines d’exposition orale dans

I’eau de consommation.

enzymes concentrations (%) de NiSQO, dans I’eau de consommatipon

0 0,02 0,05 0,1
NAG (U/kg/24h) | 0,83 +0,30 0,55+0,15 0,48 + 0,08 0,33 +0,10
y-GT (U/kg/24h) [31,09 +3,79 34,76 + 3,24 38,66 + 3,96 37,62 + 3,53




Tableau XV: Effets du sulfate de nickel sur les concentrations plasmatiques du glucose, des

protéines totales, du GPT et du BUN chez les rats méiles Sprague-Dawley (n = 7) apres

quatre semaines d’exposition orale dans I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
glucose (mg/dl) 244,04+ 17,86 242,90 +30,38 [246,10+ 1038 |246,09 + 15,84
protéines (g/dl)  |3,985 + 0,071 4286+0,111% 4,120 +0,026 3,715 £ 0,137
hématocrite (%) |42,43 + 1,00 42,57+ 1,09 42,86 + 0,067 39,29+ 0,78*
BUN (mg/dl) 15,86 + 0,88 14,88 + 0,55 16,12 + 1,57 16,74 + 1,08
GPT (U/L) 18,46 +3.23 17,28 + 2,37 12,53 + 0,67 16,11 +2.86

* différence significative entre les groupes exposés et controle (p <0,05)
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3.2.1.4 Evaluation de la toxicité pulmonaire du sulfate de nickel

3.2.1.4.1 Le poids relatif des poumons

Une légére augmentation du poids relatif des poumons est observée bien qu’elle ne soit

toutefois pas significative chez les rats traités par rapport au contréle (tableau XII).

3.2.1.4.2 Evaluation des paramétres mesurés dans le LLBA

Le tableau XV1 montre les effets du sulfate de nickel sur I’activité des enzymes ALP, ACP,
LDH et sur la quantité de protéines totales dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire -

(LLBA).

- Lactivité de ALP

L’activité de la phosphatase alcaline (ALP) est réduite de fagon significative (p < 0,05) dans

le LLBA chez tous les groupes traités avec le sulfate de nickel.

- L’activité de ACP

L’activité de la phosphatase acide (ACP) dans le LLBA n’est pas significativement différente

de celle du groupe contrdle.

- L’activité de LDH

L’activité de LDH dans le LLBA est restée aussi presque stable.

- La quantité de protéines totales

On observe une augmentation significative (p < 0,05) des protéines dans le LLBA a 0,1%.

3.2.1.4.3 Evaluation des paramétres mesurés dans le tissu du poumon

- L’activité de ALP

L’activité de la phosphatase alcaline (ALP) est réduite de fagon significative (p < 0,05) dans
le tissu & 0,1% (tableau XVII).



- L’activité de ACP

L’activité de la phosphatase acide (ACP) est restée stable dans le tissu de poumon (tableau

XVII).

- L’activité de LDH

L’activité de LDH est restée statistiquement stable bien qu’on observe une augmentation de
celle-ci dans le tissu pulmonaire de tous les groupes traités par rapport au contréle (tableau

XVII).

- La quantité de protéines totales

On observe une diminution significative (p < 0,05) de la quantité de protéines dans le tissu

pulmonaire a 0,02% (tableau XVII).

3.2.1.5 Evaluation de la toxicité testiculaire du sulfate de nickel

L’évaluation des effets toxiques du sulfate de nickel sur le systéme reproducteur a été faite
en mesurant le poids des testicules, les protéines totales et ’activité des enzymes ALP, ACP
et LDH dans I’homogénat des testicules. Les résultats obtenus indiquent une stabilité de tous

les parameétres mesurés (tableaux XII et XVIII).

3.2.1.6 Autres toxicités

Les poids de la rate, du cerveau et du coeur sont restés inchangés par rapport au controle
(tableau XII). L analyse de I’hématocrite montre une diminution significative (p < 0,05) du
pourcentage de I’hématocrite a 0,1% (tableau XV). Aucun changement significatif n’a été

observé dans 1’étude histologique (données non représentées).
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Tableau XVI: Effets du sulfate de nickel sur Iactivité des enzymes ACP, ALP, LDH et sur

la quantité de protéines totales dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire (LLBA) des rats

maéles Sprague-Dawley (n = 4) aprés quatre semaines d’exposition orale par 1’eau de

consommation.
parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0.1
protéines (/L)  [0,135+ 0,018 | 0,120+ 0,021 0,208 + 0,010  |0,235 +0,038*
ALP (U/L) 67,58 + 15,74  |23,08 +4,65* 24,12 +3,21* 13,20 + 4 44*
ACP (U/L) 3,20 + 0,38 2,56 +0,19 3,35+ 0,49 3,91 +0,47
LDH (U/L) 335,43 + 24,66 |386,22+4501 |249,75+38,61 |222,91+63,92

* différence significative entre les groupes exposés et controle (p <0,05)

Tableau XVII: Effets du sulfate de nickel sur Iactivite des enzymes ACP, ALP, LDH et sur

la quantité de protéines totales dans le tissu de poumon des rats males Sprague-Dawley (n =

4) apres quatre semaines d’exposition orale par ’eau de consommation.

paramétres concentrations (%) de NiSO,4 dans ’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
protéines (g/L) 4,148 £0,505  |2,693 +0,247* [3,3646+0,7239 |[3,4938+0,314
ALP (U/g de protéine) 261,78 +1649 (249,54 +11,30 209,53 +23,80 |131,55+25,67*
ACP (U/g de protéine) [70.46 + 5,53 76,04 +2,17 76,71 + 3,88 69,20 + 5,68
LDH (U/g de protéine) | 909,65 + 64,58 |1155,18 +40,74 |1066,76 +34,43 |1024,33 + 89,62

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)
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Tableau XVIII: Effets du sulfate de nickel sur ’activité des enzymes ACP, ALP, LDH et

sur la quantité de protéines totales dans les testicules des rats méles Sprague-Dawley (n = 4)

aprés quatre semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSQO, dans I’eau de consommation
0 0,02 0,05 0,1
protéines (g/L) | 16,05+ 0,46 15,75+ 0,18 15,89 + 0,60 15,65 + 0,21
ALP 113,84 +£17,93 108,34 + 23,55 128,61 + 8,85 102,57 + 24,16
(U/g de protéine)
ACP 71,83 +3,68 69,42 £ 0,81 69,21 + 1,98 6427+3.12
( U/g de protéine)
LDH 318,64 £ 64,89 341,84 + 38,44 203,45 £31,33 189,42 +£32 39

(U/g de protéine)
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3.2.2 Etudes de la toxicité du sulfate de nickel aprés huit semaines

d’exposition

A partir des résultats obtenus dans 1’é¢tude préliminaire, nous avons entrepris cette partie de
I’étude dans le but de vérifier si I’administration orale dans 1’eau de consommation des doses
faibles de sulfate de nickel pouvait produire des effets toxiques chez les rats males apres huit
semaines d’exposition et de vérifier I'influence de la durée d’exposition sur la toxicité du
sulfate de nickel. Au cours de cette expérience, quatre groupes de 8 rats chacun (de poids
corporels 180-200 g) ont ingéré via 1’eau de consommation les concentrations de 0, 0,02,
0,05 et 0,1 % de NiSO, pendant huit semaines. La solution d’eau sucrée (H,O milli-Q + 2 %
de sucre) a été donnée au groupe contrdle. Les parameétres évalués sont similaires & ceux

¢valués dans I’étude préliminaire.

3.2.2.1 Croissance corporelle

Le poids des rats a été pris avant ’exposition et & chaque semaine durant ’exposition. Les
résultats obtenus montrent une augmentation du poids des rats aprés le traitement par
rapport a leur contrdle respectif. Mais en comparant le groupe controle aprés 1’exposition a
chacun des groupes traités, on n’observe qu’il n’y a pas de différence dans leur croissance

corporelle quelle que soit la dose (tableau XIX).
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Tableau XIX: Effets du sulfate de nickel sur le poids corporel moyen (en gramme) des rats

males Sprague Dawley (n = 8) apres huit semaines d’exposition orale par 'eau de

consommation.

concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
avant 181,625+1,439 | 181,625+1,88 | 181,875+2,216 | 181,75 « 1,849
apreés 479,75 8,705 | 480 12,985 494,125 + 7,037 | 47525 + 13,125

Tableau XX: Effets du sulfate de nickel sur le poids relatif des organes ( poids

d’organe/poids corporel) des rats males Sprague Dawley (n = 8) aprés huit semaines

d’exposition orale par I’eau de consommation.

organes concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation
0 0,02 0,05 0,1

foie 3,563+ 1.2E-03 | 335+72E-04 |328+58E04% |3238% 2 2E-04*
rein 0,607+ 3E-05 10,687 +3,5E-05* [ 0,65+43E-05 |0,635%2,55-05
cerveau 0,241+ 1,8E-05 0,435+ 3E-05* 0,408 +9 9E-06* 0,449+7 5E-06*
rate 0,16+ 8,3E-06 10,157+ 1,6E-05 [0,166+ 8 4E-06 | 0,148% 3 8506
testicule 0,669+ 5 4E-05 |0,72 + 5,5E-05 0,637+ 4,2E-05 0,706+4,1E-05
coeur 0.236+24E-05 0,287+ 1,6E-05* ]0,25+79E-06  |0,266% 9.8E-06
poumon 0308+ 8,3E-05 10,296+ 1,1E-05  [0,274+ 2,3E-05 | 0,279+ 1,6E-05

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)
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3.2.2.2 Evaluation de la néphrotoxicité du sulfate de nickel

Comme dans les études précédentes, nous avons estimé la toxicité du sulfate de nickel sur le

systeme renal en analysant toute une batterie de paramétres.

3.2.2.2.1 Evaluation des parameétres moins spécifiques

- Le poids relatifs des reins

Les résultats obtenus lors de 'analyse du poids relatif des reins montrent une augmentation

significative (p < 0,05) du poids relatif des reins a 0,02% (tableau XX).

- Le volume urinaire

Le volume d’urine excrétée diminue significativement. Cette diminution est d’autant plus

significative lorsque la dose augmente (tableau XXI).

- Le taux de glucose plasmatique

Une hypoglycosémie (p < 0,05) est observée 4 0,1% (tableau XXIII).

3.2.2.2.2 Evaluation de I'intégrité glomérulaire

- Le taux d’azote uréique sérique (BUN)

L’évaluation du taux d’azote uréique sérique (BUN) montre une augmentation significative

(p < 0,05) chez tous les rats qui ont recu le sulfate de nickel (tableau XXIII).

- Le taux de protéines urinaires

On observe aussi une diminution de la quantité de protéines totales excrétées dans 1’urine.
Cette chute de protéines est d’autant plus accentuée (p < 0,05) chez les rats exposés a

0,02% et a 0,05% (tableau XXI).
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3.2.2.2.3 Evaluation de I’intéerité tubulaire

- Le taux de glucose urinaire et de protéines plasmatiques

Le taux de glucose excrété dans P'urine et la quantité de protéines plasmatiques sont restés

stables chez les rats traités comparés au contréle (tableau XX1 et XXIII).

- Les activités de N-acétyl-B-D-glucosaminidase (NAG) et de

y-glutamyltranspeptidase (y-GT)

Le dosage urinatre de I’activité de N-acétyl-B-D-glucosaminidase (NAG) et de I’activité de
y-glutamyltranspeptidase (y-GT) a été fait pour compléter I’évaluation de 'intégrité des
tubules. Les résultats obtenus démontrent que le sulfate de nickel ne produit pas d’effets

significatifs sur I’activité urinaire de NAG et sur celle de y-GT (tableau XXII).

3.2.2.3 Evaluation de I’hépatotoxicité du sulfate de nickel

Une mesure du poids relatif du foie et un dosage de 'activité de GPT dans le plasma qui est
un bon indicateur des perturbations au niveau hépatique ont été effectués. Les résultats
indiquent une diminution du poids relatif du foie a 0,05% et a 0,1% (tableau XX) et une

stabilité de I’activité de GPT (tableau XXIII).

3.2.2.4 Autres toxicités

Une augmentation du poids relatif du coeur est observée a 0,02% et celui du cerveau chez
tous les rats traités par rapport au contréle (tableau XX). Le pourcentage d’hématocrite est
resté stable (tableau XXIIT). Aucun changement significatif n’a été observé dans 1’étude

histologique (données non représentées).
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Aucun changement significatif n’a été observé dans 1’étude histologique (données non

representeées).

Tableau XXT: Effets du sulfate de nickel sur I’excrétion urinaire du glucose et des protéines

totales chez les rats males Sprague-Dawley (n = 7) aprés huit semaines d’exposition orale

par I’eau de consommation.

parameétres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation
0 0,02 0,05 0,1
protéines totales| 58,95 + 7.08 39,79+ 3,72% 43,21 +2,99% 4638 + 4,68

(mg/kg/24h)

volume d’urine

(mL)

41,57+ 11,76

17,00 £ 1,45*

12,00+ 1,41%*

9,83 £ 0,25%**

glucose
(mg/kg/24h)

21,32+ 10,93

52,87 £ 9,41

42,18 +2.83

56,67 + 5,85

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p < 0,05)

** différence significative entre les groupes exposés et controle (p <0,01)

**% différence trés significative entre les groupes exposés et contréle(p < 0,005)

Tableau XXII: Effets du sulfate de nickel sur [’activité urinaire des enzymes NAG et y-GT

chez les rats méles Sprague-Dawley (n = 7) apres huit semaines d’exposition orale par I’eau

de consommation.

enzymes concentrations (%) de NiSOy dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
NAG (U/kg/24h) [0,753 + 0,141 0,738 + 0,061 0,812 + 0,084 0,622 + 0,054
v-GT (U/kg/24h) 23.31+£2,15 25,56 £2,91 27,23 +3,86 23,69 +0,96
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Tableau XXIII: Effets du sulfate de nickel sur les concentrations plasmatiques du glucose,

des protéines totales, du GPT et du BUN chez les rats méles Sprague-Dawley (n = 7) aprés

huit semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

paramétres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
glucose (mg/dl) 265,55 + 18,17 215,21 £20.38 233,83 £25,25 1556+ 7 29%
protéines (g/dl)  |4.21 +0,07 4,29 +0,07 4,04+0,16 4,00 +£0,123
hématocrite (%) | 42,00 0,22 40,85 + 0,80 41,29 + 1,08 41,83 + 0,88
BUN (mg/dl) 7,29 + 0,58 10,72 + 0,83* 10,80 + 0,67* 13,04 + 1,24*
GPT (U/L) 13,08 + 3,43 10,83 £ 0,34 11,39 + 2,88 14,85 + 3,74

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,03)
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3.2.2.5 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur le systéme pulmonaire

3.2.2.5.1 Le poids relatif des poumons

Aucune différence significative du poids relatif des poumons n’a été observée (tableau XX).

3.2.2.5.2 Evaluation des parameétres mesurés dans le LLBA

L’activit¢ de ALP dans le LLBA diminue significativement (p < 0,05) chez tous les rats
traités, alors que Pactivité de ACP diminue significativement (p < 0,05) chez les groupes
exposes a 0,05 et 0,1% et que celle de LDH est restée stable. La quantité de protéines dans

le LLBA n’a pas été perturbée (tableau XXIV).

3.2.2.5.3 Evaluation des paramétres mesurés dans le tissu pulmonaire

Aucune différence significative n’a été observée quant a la quantité de protéines totales, &
I"activité¢ de ALP, de ACP et de LDH dans le surnageant résultant de I’homogénéisation de

tissus des poumons lavés (tableau XXV).

3.2.2.6 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur les testicules:

Cette toxicité a été évaluée en mesurant le poids relatif des testicules et en dosant la quantité
de protéines et I'activité des enzymes dans le surnageant des testicules homogénéisés. Les
résultats obtenus ne montrent pas de différences significatives dans 1activité de ALP, de
LDH et de ACP ainsi que dans la quantité de protéines totales chez tous les groupes traités

(tableau XXVT). Le poids relatif des testicules est resté presque inchangé (tableau XXI).
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Tableau XXIV: Effets du sulfate de nickel sur I’activité des enzymes ACP, ALP, LDH et

sur la quantité de protéines totales dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire (LLBA) des

rats males Sprague-Dawley (n = 4) aprés huit semaines d’exposition orale par I’eau de

consommation.
parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
protéines (g/L) 0,130 + 0,013 0,138 £ 0,01 0,106 = 0,007 0,154 +0,024
ALP (U/L) 60,81 + 4,05 20,36 + 1,35% 11,61 +2,04* 8,50 + 2,90%
ACP (U/L) 3,97+ 0,30 3,40 + 0,07 3,26 + 0,16* 2,72 +0,02%
LDH (U/L) 45,35+ 5,82 4535 %592 33,76 + 4,72 38,71 + 3,02

* difference significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)

Tableau XXV: Effets du sulfate de nickel sur I’activité des enzymes ACP, ALP, LDH et sur

la quantité de protéines totales dans le tissu de poumon des rats miles Sprague-Dawley (n =

4) aprés huit semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
protéines (g/L) 5,180 = 0,380 5,788 0,130 |5,534 + 0,568 6,105 = 0,120
ALP (U/g de protéine) |167,28 + 16,67 |168,00+20,20 [122,19+10,85 |122,84 + 10,26
ACP (U/g de protéine) [53,79 +2,14 52,06 + 3,84 43,93 £ 1,86 41,81 +4,12

LDH (U/g de protéine)

709,78 + 26,02

683,39 + 43,29

696,42 + 14,22

687,45 + 16,62
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Tableau XXVTI: Effets du sulfate de nickel sur I"activité des enzymes ACP, ALP, LDH et

sur la quantité de protéines totales dans les testicules des rats males Sprague-Dawley (n = 4)

apres huit semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation
0 0,02 0,05 0,1
protéines (g/L) | 21,018 £1,038 | 20,460 + 1,367 | 22,533 £0,875 | 20,531 + 0.842
ALP 58,02 £ 24,26 78,26 + 7,00 74,41 £ 16,79 83,61 £ 2257
(U/g de protéine)
ACP 72,45 + 8,33 65,94 + 11,52 61,71 £ 6,84 70,01 £4.19
( U/g de protéine)
LDH 218,36 £ 69,83 305,74 + 86,53 236,69 £ 87 47 355,98 £ 107.6

(U/g de protéine)
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3.2.2.7 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur le systéme immunitaire

Les études de la toxicité du NiSO4 sur les sous-populations lymphocytaires de la rate
montrent une augmentation du nombre total des cellules chez tous les groupes traités, et ce
de fagon significative a 0,05% et des quantités plus faibles a 0,1 % par rapport a 0,02% et a
0,05% (tableau XXVII). On observe aussi une augmentation du pourcentage des
lymphocytes B 4 0,05 et 4 0,1% et des CD4" a 0,05% (tableau XXVII).

Dans le thymus, le nombre totale des lymphocytes diminue significativement a 0,1%. Mais le
pourcentage des CD4' est resté statistiquement stable pendant que celui des CD8
augmentent a 0,02% et a 0,1% par rapport au contrdle. Le ratio CD4"/CD8” augmente

significativement a 0,1% et diminue a 0,02% et 4 0,05% (tableau XXVIII).
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Tableau XXVII: Effets sub-chroniques (huit semaines) du NiSO, sur le pourcentage des

sous-populations lymphocytaires dans la rate des rats males Sprague-Dawley (n = 2).

traitement | nombre total|CD4" (%) |CDS8" (%) |CD4/CD8 |B (%)
(% de des cellules

NSO,) (x 10 %)

contrdle 560,10 34,44 0,13 264,924 37,37
0.02 % 694,71 34,87 0.15% 3.81 33.68
0.05 % 946,00  |38,59% 1.33 29,024 40,67
0.1% 623,60 28.16 11,68% 2.41 45.11%

# erreur technique, il y a eu interférence des cellules lymphocytaires avec les globules

rouges

* différence significative entre les groupes exposés et contrdle (p <0,05)

Tableau XXVIII: Effets sub-chroniques (huit semaines) du NiSO, sur le pourcentage des

sous-populations lymphocytaires dans le thymus des rats méles Sprague-Dawley (n = 2).

traitement T total 10° CD8’ CD4" CD4/CDS8
contrdle 319,00 1,85 8.12 64,03
0,02 % 315,00 2 T5% 3,97 92,90%
0,05 % 339,00 1,56 3,04 95,18*
0,1 % 228,00* 1,28% 4,41 64,02*

* différence significative entre les groupes exposés et contrdle (p <0,05)
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3.2.3 Etude de la toxicité du sulfate de nickel apreés treize semaines

d’exposition
Nous avons entrepris cette partie de I’étude dans les mémes objectifs que précédemment.

Les parameétres évalués sont donc similaires a ceux évalués dans I’étude préliminaire.

3.2.3.1 Croissance corporelle

Le poids des rats a été pris avant I’exposition et & chaque semaine durant I’exposition. Les
résultats obtenus montrent une augmentation du poids des rats aprés le traitement. Mais
lorsqu’on compare le poids corporel des rats contrdles aprés I’exposition a celui des rats

traités, il n’y a pas de changement (tableau XXIX).

3.2.3.2 Evaluation de la néphrotoxicité du sulfate de nickel

Les parametres suivants ont été analysés:

- Le poids relatif des reins

Les résultats obtenus lors de I’analyse du poids relatif des reins montrent aucune variation
significative du poids relatif des reins des rats exposés (tableau XXX) par rapport aux

contréles.

- Le volume urinaire

Le volume d’urine excrétée diminue significativement chez tous les groupes traités

(tableau XXXT).

- Le glucose plasmatique

Le taux de glucose plasmatique diminue significativement chez les rats exposés a 0,05% de

sulfate de nickel (tableau XXXIIT).
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- Le taux de BUN

L’évaluation du taux d’azote uréique sérique (BUN) montre une diminution significative
(p < 0,001) par rapport aux contrdles chez les rats qui ont recu 0,1% de sulfate de nickel

(tableau XXXTIT).

- Les protéines totales dans ’urine

On observe une stabilit¢ de la quantité de protéines totales excrétées dans I'urine des rats

exposés par rapport aux contréles (tableau XXXI).

- Le taux de glucose urinaire

Le taux de glucose excrété dans I’urine diminue significativement chez tous les groupes de

rats traités comparés aux groupes contrdles (tableau XXXI).

- Les protéines plasmatiques

La quantit¢ de protéines plasmatiques diminue significativement chez tous les rats traités

(tableau XXXTIT).

- L’activité urinaire de NAG

L’activité de N-acétyl-beta-D-glucosaminidase (NAG) n’est pas perturbée par le sulfate de

nickel (tableau XXXIT).

- L’activité de y-glutamyltranspeptidase (y-GT)

Le sulfate de nickel ne perturbe pas I’activité de y-glutamyltranspeptidase (y-GT) (tableau
XXXI1).
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Tableau XXIX: Effets du sulfate de nickel sur le poids corporel moyen (en gramme) des

rats males (Sprague Dawley (n = 8) apres treize semaines d’exposition orale par ’eau de

consommation.

concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
avant 180,4 + 2,796 179,6 = 2,13 180 + 2,765 179.7 + 1,998
aprés 586,75 +2320 | 564 + 2528 565,75 +20,62 | 561,5+ 12,84

Tableau XXX: Effets du sulfate de nickel sur le poids relatif des organes ( poids

d’organe/poids corporel) des rats males Sprague Dawley (n = 8) apres treize semaines

d’exposition orale par I’eau de consommation.

organes concentrations (%) de NiSQ, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0.1
foie 3,227 + 0,066 3,176 + 0,08 3,058 +0,062* |3,011+ 0,056*
rein 0,51 +0,013 0,55+0,018 0,54+ 0,024 0,57 + 0,015
cerveau 0,353+ 0,014 0,369+ 0,017 0,376+ 0,014 0,382 + 0,008*
rate 0,12 + 0,0038 0,14 +0,0088 0,14 % 0,0045 0,15 £0,0099
testicule 0,609=0,021 ]0,617 % 0,048 0,575+0,021 0,623 0,016
coeur 0,264+ 0,015 0,262+ 0,013 0,264+ 0,016 0,264+ 0,012
poumon 0,245+ 3E-06  |0,245+ 2.9E-06 0,244+ 2, 1E-05 | 0,291+3 2E-06*

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)
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Tableau XXXI: Effets du sulfate de nickel sur I’excrétion urinaire du glucose et des

protéines totales chez les rats madles Sprague-Dawley (n = 7) aprés treize semaines

d’exposition orale par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
protéines totales| 24,95 + 1,57 23,86+ 2,57 23,85 +2,72 27,01 +2,7
(mg/kg/24h)
volume  d’urine|36,71+ 9.00 14,43 £ 3 ,93* 10,93+ 1.86%*  |9,79 + 0,70%*
(mL)
glucose 81,96 + 15,68 32,48 £ 5.43%* 23,63 £2.45%*% 21,40+ 1,35%**
(mg/kg/24h)

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)

** différence trés significative entre les groupes exposés et controle (p <0,01)

*** différence trés significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,005)

Tableau XXXII: Effets du sulfate de nickel sur Iactivité urinaire des enzymes NAG et y-

GT chez les rats males Sprague-Dawley (n = 7) apreés treize semaines d’exposition orale par

I’eau de consommation.

enzymes concentrations (%) de NiSO, dans 1’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
NAG (U/kg/24h) |0,741 + 0,108 0,731+ 0,161 1,128 +0,221 1,058 + 0,174
v-GT (U/kg/24h) |33,06 +0,69 34,45+ 1,17 37,11 +1,31 34,44 + 0,63
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3.2.3.3 Evaluation de ’hépatotoxicité du sulfate de nickel

Cette evaluation a été effectuée en pesant le poids du foie et en dosant Iactivité de GPT
dans le plasma. Les résultats montrent une diminution significative (p < 0,01) du poids relatif
du foie a 0,05% et & 0,1% (tableau XXX) et une diminution significative de 1’activité de

GPT 40,05% et 4 0,1% (tableau XXXIII).

3.2.3.4 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur le systéme pulmonaire

3.2.3.4.1 Le poids relatif des poumons

Une augmentation significative du poids relatif des poumons a été observée a 0,1% (tableau

XXX).

3.2.3.4.2 Evaluation des paramétres mesurés dans le LLBA

La toxicité du sulfate de nickel sur le systéme respiratoire a été évaluée en faisant un lavage
bronchoalvéolaire, le liquide de lavage a été récolté pour mesurer les différents paramétres
de toxicité pulmonaire. Les résultats montrent une diminution significative de I’activité de
ALP a 0,05 et a 0,1% pendant que celles de PACP et de LDH ainsi que la quantité de
protéines sont restées stables (tableau XXXIV).

3.2.3.4.3 Evaluation des paramétres mesurés dans le tissu pulmonaire

On observe une diminution significative de I"activité de ALP avec une augmentation de LDH
dans les poumons des rats exposés. L’activité de ACP n’augmente pas de facon significative
dans le surnageant résultant de I’homogénéisation de tissus des poumons lavés (tableau

XXXV). La quantité de protéines totales est restée stable.

3.2.3.5 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur les testicules

Cette toxicité a été évaluée en mesurant le poids relatif des testicules et en dosant la quantité
de protéines et I’activité des enzymes dans le surnageant des testicules homogeénéisés. Les

résultats obtenus montrent des fluctuations non importantes dans I’activité de ALP, de
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I’ACP, de LDH et dans la quantité de protéines de tous les groupes traités (tableau
XXXVI). Le poids relatif des testicules est resté aussi stable (tableau XXX).

3.2.3.6 Autres toxicités

Une augmentation significative du poids relatif du cerveau a été observée a 0,1%, tandis que
le poids du coeur et de la rate sont restés inchangés par rapport au contréle (tableau XXX).
L’analyse de I’hématocrite montre une stabilité du pourcentage de 1’hématocrite (tableau
XXXIII). Aucun changement significatif n’a été observé dans I’étude histologique (données

non représentées).
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Tableau XXXIIT: Effets du sulfate de nickel sur les concentrations plasmatiques du

glucose, des protéines totales, du GPT et du BUN chez les rats males Sprague-Dawley (n =

7) apres treize semaines d’exposition orale par ’eau de consommation.

parameétres concentrations (%) de NiSQO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
glucose (mg/dl) | 189,45 + 14,25 216,20 £ 6,60 141,27 £ 18,71* |173,12 + 14,41
protéines (g/dl) 4,0189 £ 0,0666 |3,9494 +0,0552 |3,8013 £0,0704* |3,6015+ 0,463%**
hématocrite (%) | 43,10+ 1,02 41,8 £ 1,06 42,70 £ 0,057 42,60+ 0.8
BUN (mg/dl) 14,52 + 0,76 15,05 +2,18 12,74 + 2,62 2,64 +0,76% %%
GPT (U/L) 19,91 + 1,08 19,78 + 1,71 14,70 + 0,64%* | 14,62 + 0,76%*

* différence significative entre les groupes exposés et contrdle (p <0,05)

** différence trés significative entre les groupes exposés et controle (p <0,01
gni group 'z P

*** différence trés significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,001)

Tableau XXXIV: Effets du sulfate de nickel sur I"activité des enzymes ACP, ALP, LDH et

sur la quantité de protéines totales dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire (LLBA) des

rats méles Sprague-Dawley (n = 3) aprés treize semaines d’exposition orale par ’eau de

consommation.
parametres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
protéines (/L)  |0,1797 £ 0,0078 |0,1657 £0,0065 [0,1512+ 0,0146 |0,1674 +0,0110
ALP (U/L) 44,59 + 10,05 33,633 50 13,73 +£7,05% 15,29 + 3,69%
ACP (U/L) 4,66 +0,51 3,79 + 0,67 4,03+ 0,12 3,86 + 0,40
LDH (U/L) 57,73 +7.27 45,13 11,59 49,97 + 10,04 44,56 + 9,56

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,03)
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Tableau XXXV: Effets du sulfate de nickel sur ’activité des enzymes ACP, ALP et LDH et

sur la quantité de protéines totales dans le tissu de poumon des rats méles Sprague-Dawley

(n = 3) apres treize semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

paramétres concentrations (%) de NiSO, dans I’eau de consommation

0 0,02 0,05 0,1
protéines (g/L) 45029+ 0,076 |5,0076=0426 [4,5029+0,190 |5,3622+0,254
ALP (U/g de protéine) | 167,49 + 8,85 139,16 + 6,33* | 12411+ 13,38% | 105,55 + 7,75%*
ACP (Ulg de protéine) | 67,79 + 4,35 81,34 2,30 80,25 + 3,82 77,22 0,77
LDH (U/g de protéine) | 598,59 + 15,83 | 701,56 +28,87* |666,70 £22,19% |664,65 +39,81*

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)

** différence tres significative entre les groupes exposés et controle (p <0,01)

Tableau XXXVI: Effets du sulfate de nickel sur I’activité des enzymes ACP, ALP et LDH

et sur la quantité de protéines totales dans les testicules des rats méiles Sprague-Dawley

(n = 3) apres treize semaines d’exposition orale par I’eau de consommation.

parametres concentrations (%) de NiSO4 dans ’eau de consommation
0 0,02 0,05 0,1
protéines (g/L) 18,1025 £ 0,849 17,3628 £ 0,605 17,4902 +£0,436 |18,9664 + 0,3830
ALP 109,23 +£ 10,26 105,33 + 8,73 89,88 +4,79 92.71 £ 5,83
(U/g de protéine)
ACP 49,08 + 5,54 45,62 £ 0,67 48,74 +£ 0,59 40,28 £ 1,10
( U/g de protéine)
LDH 474,612 40,70 440,15 + 30,88 418,31 £ 10,21 433,16+ 12,85

(U/g de protéine)
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3.3 Etude de la bioaccumulation du sulfate de nickel dans les organes des

rats méles Sprague-Dawley aprés une administration orale par I’eau sous

différentes conditions d’exposition sub-chronique

La distribution ou "accumulation du nickel dans les organes relate de ce qui est observé
dans les expositions professionnelles et non professionnelles. Actuellement, la quantification
du nickel dans les différents tissus d’animaux est d’un grand intérét toxicologique. Dans
notre expérience, nous étudions I’accumulation du nickel dans les organes des rats pour
mieux comprendre I'interaction entre le nickel et le matériel biologique et, par conséquent,
ses effets toxiques. Etant donné que cette bioaccumulation dépend du composé de nickel,
nous avons donc choisi le sulfate de nickel qui est un composé soluble et qui est souvent
rencontre dans les milieux occupationnels et non- occupationnels et dont la principale voie
de contamination est la voie orale. De plus, il s’agira de vérifier si d’autres facteurs tels que
la dose, la durée et le nombre d’administration pouvaient influencer la distribution ou la

bioaccumulation du sulfate de nickel.

A cet effet, nous avons exposé les rats subchroniquement a des doses croissantes (de 0 a

0,1% ) de sulfate de nickel pendant quatre, huit et treize semaines.

3.3.1 Etude de la bioaccumulation du_sulfate de nickel aprés quatre

semaines d’exposition

L’accumulation du nickel a été obtenue en soustrayant la concentration du nickel dans
"organe exposé de celle du contrdle et en divisant le tout par la concentration dans le
contréle {A = (E - C)/C}. Les résultats obtenus montrent une forte accumulation du nickel
dans le poumon (1,06) > rein (0,83 > cerveau (0,32) > foie (0,23) > rate (0,1) > coeur
(0,07) pendant que la quantité de nickel contenue dans les testicules reste indécelable a
0,02%. La dose de 0,05% induit une forte accumulation de nickel dans le rein (2,65) >
poumon (2,5) > foie (0,48) > rate (0,01). La dose de 0,1% provoque une forte accumulation

dans le rein (4,69) suivi des poumons (4,03), du foie (1,36), du cerveau (0,52), du coeur
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(0,23) et des testicules (0,15). En analysant ces résultats, nous remarquons que le nickel
s’accumule de fagon importante dans le rein, le poumon et dans le foie et qu’elle augmente
au fur et a mesure que la dose augmente. La distribution du nickel dans ces différents

organes est influencée par la dose (tableau XXXVII).
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Tableau XXXVII: Accumulation du nickel [A = (E-C)/C] dans les différents organes des

rats males Sprague Dawley (n = 3) aprés quatre semaines d’exposition orale par ’eau de

consommation au NiSQO;.

dose |foie rein rate poumon coeur cerveau |testicule
0 ND ND ND ND ND ND ND
0,02% |0,23+0,23 |0,83+0,34 |0,11+0,10 | 1,06+0,85* |0,07+0,02 [0,32+0,32 | ND
0,05% |0,48+0,34 |2,65+0,01* |0,01£0,00 |2,5+0,18* |ND ND ND
0,1% |1,360,18* |4,62+0,53** | ND 4,03+1,52%* [0,23+0,06 | 0,52+0,38 | 0,15+0,13

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)

** différence treés significative entre les groupes exposés et controle (p <0,01)

ND = non détectable
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3.3.2 Etude de la bioaccumulation du sulfate de nickel apreés huit semaines

d’exposition

Les résultats obtenus montrent une accumulation du nickel dans le rein, le foie, le poumon,
le cerveau, le coeur et dans la rate. De plus dans le poumon, la quantité de nickel accumulé
diminue en fonction de la dose, par contre dans le rein, le taux de nickel observeé a 0,05% est
faible par rapport a ceux observés a 0,02 % et a 0,1% bien que celui de 0,02 % soit faible
par rapport a 0,1%. Dans le foie, la quantité de nickel accumulée a 0,02% est presque égale
a celle observée a 0,1 %. On observe de faibles accumulations dans les testicules, le coeur et
dans la rate (tableau XXXVIII). La dose 0,02 % entraine une accumulation de nickel dans le
rein > foie > poumon > rate > cerveau. La dose 0,05% provoque une accumulation dans le
foie > rein > poumon > cerveau > testicule > rate, et la dose 0,1% entraine une
accumulation dans le rein > foie > cerveau > rate > coeur > poumon. La dose influence
I’accumulation (tableau XXXVIII). Les quantités de nickel accumulées dans le rein et le
poumon sont plus faibles par rapport a I’exposition de quatre semaines pour les doses de
0,05% et 0,1%, mais elles sont plus élevées a quatre semaines par rapport & huit semaines
pour la dose de 0,02%. Par contre les accumulations observées dans le foie a quatre

semaines sont plus fortes par rapport & celles de huit semaines.
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Tableau XXXVIII: Accumulation du nickel [A = (E-C)/C] dans les différents organes des

rats males Sprague Dawley (n = 3) aprés huit semaines d’exposition orale par ’eau de

consommation au NiSQ..

dose |[foie rein rate poumon coeur cerveau | testicule
0 ND ND ND ND ND ND ND
0,02% |1,31£0,78 | 1,74+0,14* |0,28+0,15 | 1,19+0,09% | ND 0,21+0,05 | 0,23+0,23
0,05% |1,56+1,01 |1,28+0,23* |0,21+0,23 | 0,64+0,34 |ND 0,39+0,38 | ND
0,1% |133+1,05 |3,86+0,02%*|0,21+0,05 | 0,16£0,01 |0,20+0,01 | 0,66+0,48 | 0,15+0,08

* différence significative entre les groupes exposés et contrdle (p <0,05)

** différence tres significative entre les groupes exposés et controle (p <0,01)

ND = non détectable
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3.3.3 Etude de la bioaccumulation du sulfate de nickel aprés treize

semaines d’exposition

Les résultats obtenus se résument de la maniére suivante; le nickel s’accumule dans le rein,
le poumon, les testicules, le cerveau, le coeur et la rate, alors qu’aucune accumulation n’est
observée dans le foie pour toutes les doses. La dose 0,02% provoque une accumulation dans
le rein > cerveau > testicule > poumon > coeur. La dose 0,05 % entraine une accumulation
du nickel dans les testicules > rein > cerveau > coeur;, et a la dose 0,1% le nickel s’accumule
dans le rein > poumon > testicule. Dans le rein et dans le poumon, on observe une grande
accumulation du nickel a 0,1 % puis a 0,02%. Les testicules, le cerveau, et le coeur
accumulent beaucoup plus de nickel a 0,05 % et a 0,02%, tandis que la rate ne I'accumule

qu’a 0,02%.
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Tablean XXXIX: Accumulation du nickel [A = (E-C)/C] dans les différents organes des

rats méles Sprague Dawley (n = 3) aprés treize semaines d’exposition orale par I’eau de

consommation au NiSQ,.

dose |foie rein rate poumon coeur cerveau testicule
0 ND ND ND ND ND ND ND

0,02% [ND  [19,5£14,67* [0,01+0,01 |1,2+1,23 |0,120,11 |13£14.4 |7.6+6.115
0,05% |ND  |5,6+5,52 ND ND 0,3+ 0,01 |1,1+0,38 |13,2%13,4
0,1% |ND |37,5+17,11 |ND 704678 |ND ND 0,3+0,08

* différence significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,05)

** différence trés significative entre les groupes exposés et contréle (p <0,01)

ND = non détectable
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3.3.4 Comparaison de la bioaccumulation du sulfate de nickel dans les

différentes conditions d’exposition

Dans le rein, 2 la dose de 0,02% I’accumulation du nickel augmente avec la durée
d’exposition (quatre > huit > treize semaines). Aux doses 0,05% et 0,1% I’accumulation du
nickel dans le rein est plus faible a huit semaines par rapport a quatre et 4 treize semaines,
avec une forte accumulation a treize semaines. Dans le foie, cette accumulation augmente
avec la dose a quatre semaines, mais elle est presque stable a huit semaines ou les quantités
sont plus élevées, puis elle devient nulle a treize semaines pour toutes les doses. Dans les
poumons, I’accumulation du nickel diminue avec la durée d’exposition sauf pour la dose de
0,1% ou elle est plus forte a treize semaines. De plus a quatre semaines, cette accumulation
augmente avec la dose dans le poumon, mais diminue avec la dose a huit semaines. Pour les
autres organes, |’accumulation du nickel est beaucoup plus observée a treize semaines. Ces
résultats nous permettent d’affirmer que la dose et la durée d’exposition sont les facteurs

importants dans la bioaccumulation du sulfate de nickel.

3.4 Comparaison de la toxicité du sulfate de nickel a sa bioaccumulation

sous différentes conditions d’exposition sub-chronique

3.4.1 Comparaison _de la toxicité versus bioaccumulation aprés quatre

semaines d’exposition

Nous avons remarqué une grande accumulation du nickel dans le rein suivi du poumon et du
foie 2 0,1%. Cette dose a aussi conduit a des variations significatives de certains paramétres
de toxicité rénale et pulmonaire, mais la GPT n’a pas varié alors qu’on observe une
accumulation du nickel dans le foie. Mais a des doses de 0,02 et 0,05%, la plupart des
parametres de toxicité rénale, pulmonaire et hépatique n’ont pas varié significativement bien
qu’on observait déja une accumulation du nickel dans ces organes. Aucune accumulation de
nickel ni de variation de paramétres de toxicité n’ont été observées dans les testicules. De

plus, les parametres de toxicité rénale ont beaucoup varié par rapport & ceux des poumon et
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du foie, ceci va de paire avec la variation de I’accumulation dans ces dits organes. Nous
remarquons que plus le nickel s’accumule dans les organes plus sa toxicité augmente, et ce

de fagon significative dans le rein.

3.4.2 Comparaison de la toxicité versus bioaccumulation aprés huit

semaines d’exposition

L’accumulation du nickel est plus importante dans le rein, puis dans le foie, le cerveau et le
poumon, mais avec des quantités beaucoup faibles par rapport a I’exposition de quatre
semaines. Cela va de méme pour les paramétres de toxicité rénale et pulmonaire. La stabilité
de tous les parametres évalués dans le tissu pulmonaire est confirmée par la faible
accumulation observée dans les poumons. La toxicité et la bioaccumulation du nickel sont
restées faibles dans les autres organes. Le fait d’observer une toxicité et une
bioaccumulation plus fortes a quatre semaines qu’a huit semaines suppose que le nickel est

€liminé, car le sulfate de nickel est hydrosoluble donc s’élimine facilement.

3.4.3 Comparaison de la toxicité versus bioaccumulation aprés treize

semaines d’exposition

L’accumulation reste toujours plus importante dans le rein suivi du poumon & 0,10%, mais
aucune accumulation de nickel n’a été observée dans le foie pour toutes les doses alors que
Iactivité¢ de GPT diminue significativement par rapport au controle. Dans cette condition
d’exposition, ’accumulation du nickel dans le rein et les poumons ainsi que les paramétres
de toxicité rénale et pulmonaire a 0,1% ont varié de facon plus significative par rapport a
quatre et a huit semaines. La toxicité et la bioaccumulation sont restées stables dans les
autres organes, bien qu’on observe de faibles variations dans les testicules.

La toxicité du sulfate de nickel est bien fonction de la bioaccumulation du nickel, plus le
nickel a de Paffinité a se lier aux composants biologiques, plus sa toxicité augmente. Ceci

explique pourquoi les composés insolubles sont plus toxiques que les composés solubles.
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Il'y a trés peu d’informations disponibles quant aux effets de la spéciation du nickel sur sa
toxicité et sa relation avec sa bioaccumulation dans les organes des animaux de laboratoire
et chez I’humain. C’est pourquoi notre étude vise d’une part a étudier la toxicité et la
bioaccumulation du sulfate de nickel dans les différents organes des rats males (Sprague
Dawley) sous les différentes conditions d’exposition subchronique par administration orale
dans I’eau, et d’autre part a établir une relation entre sa bioaccumulation et sa toxicité dans
les organes cibles. De plus, la distribution ou I"accumulation du nickel dans les organes
relate de ce qui est observé dans les expositions professionnelles et non professionnelles.
Actuellement, la quantification du nickel dans les différents tissus d’animaux est d’un grand
intérét toxicologique. Dans notre expérience, nous étudions ’accumulation du nickel dans
les organes des rats pour mieux comprendre I’interaction entre le nickel et le matériel
biologique et, par conséquent, ses effets toxiques. Etant donné que cette bioaccumulation
dépend du composé de nickel, nous avons donc choisi le sulfate de nickel qui est un
composé soluble et qui est souvent rencontré dans les milieux occupationnels et non-
occupationnels et dont la principale voie de contamination est la voie orale. II s’agira aussi
de vérifier si d’autres facteurs tels que la dose, la durée et le nombre d’administration

pouvaient influencer la distribution ou la bioaccumulation du sulfate de nickel

L’étude préliminaire avait pour but de déterminer la dose minimale qui nous permettait
d’obtenir les résultats significatifs que ce soit au niveau de la toxicité ou au niveau de la
bioaccumulation et de vérifier s’il existe une relation dose-effet entre 1’administration orale
des doses croissantes de sulfate de nickel et certains paramétres de toxicité rénale,
pulmonaire, hépatique, immunitaire et reproducteur. Les doses administrées variaient entre

0,1 et 1% de sulfate de nickel.

L’étude sub-chronique est d’une grande importance dans la mesure ou elle refléte les
conditions d’exposition rencontrées en milieu professionnel ou les employés sont exposés de
fagon répétée a des doses faibles des substances chimiques. Aprés ’étude préliminaire, les

doses 0; 0,02; 0,05 et 0,1 % ont été choisies pour vérifier I’effet cumulatif et la tolérance des
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rats au sulfate de nickel. Cette expérience s’est échelonnée sur des périodes séquentielles de
quatre, huit et treize semaines afin de mieux suivre I’évolution des effets, pour ensuite
évaluer 'importance de la durée de I’exposition sur la toxicité du sulfate de nickel et sur sa

bioaccumulation.

4.1 Croissance corporelle

Nous avons observé une diminution du poids des rats qui ont regu le sulfate de nickel par
rapport au groupe contrdle apres deux semaines d’exposition (tableau I). Ces résultats
concordent avec ceux obtenus avec une administration orale de 100 mg/kg/j de chlorure de
nickel hexahydrate par gavage dans I’eau distillée chez les rats Sprague-Dawley pendant 90
jours (BIBRA, 1992). Par contre, & quatre, huit et a treize semaines d’exposition, nous
remarquons qu’ill n’existe pas de différence significative dans la croissance corporelle
(tableau XI, XIX et XXIX). Dong, ici la durée et la dose ne sont pas suffisantes pour induire

un déséquilibre prononcé dans la croissance corporelle.

4.2 Evaluation de la néphrotoxicité du sulfate de nickel

La néphrotoxicité due a ’exposition de I’humain et 1’animal au nickel n’a pas encore été bien
étudiée. Mais Sunderman et al. (1961) ont observé des lésions pathologiques au niveau des
tubules et des glomérules chez les rats exposés au carbonyle de nickel.

Nous avons donc estime la toxicité sur le systéme rénal en analysant toute une batterie de
parameétres reconnus. Le choix de ces parameétres repose d’abord sur le manque
d’informations disponibles concernant la néphrotoxicité du sulfate de nickel et sur
I’hétérogénécité du rein aussi bien structurelle que fonctionnelle. A cet effet la spécificité des
paramétres impliqués dans la fonction spécifique d’une structure spécifique est importante,
¢’est-a-dire que les segments glomérulaires ont une fonction qui leur est propre et il existe
des parametres qui sont des indicateurs de I’altération de cette fonction. Les segments
tubulaires ont aussi leurs fonctions spécifiques et chaque fonction a son indicateur spécifique
a son altération. Deux de ces parametres sont moins spécifiques, mais aussi importants par

rapport aux autres, a savoir le volume d’urine excrétée et le poids relatif des reins.
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a. Parameétres moins spécifiques

Les résultats obtenus lors de I’analyse du poids relatif des reins apres deux, huit et treize
semaines d’exposition montrent une augmentation du poids des reins par rapport aux
contrdles suggérant des l€sions rénales. Ces mémes effets ont ¢été observés par Ambrose et
al. (1976), Dieter et al. (1988) aprés une exposition chronique via la voie orale au sulfate de
nickel chez les rats. Kinkead et al. (1990) et D.R. Klonne et al. (1993) ont observé les
mémes effets sur ce parameétre par inhalation de polychlororotrifluoroéthylene et des
aérosols d’oxyde d’éthyléne/de propyléne respectivement. Cette augmentation du poids des
reins a été aussi observée par Vyskocil et al. (1994) chez les rats exposés oralement par
I’eau de consommation & 100 mg/L. de NiSO, pendant six mois. La durée d’exposition est
donc importante pour induire des perturbations dans le poids des organes, car aucun
changement du poids relatif des reins n’avait été observé a quatre semaines, alors qu’a huit
semaines on observait déja cette augmentation. Les doses doivent aussi étre faibles pour
induire des perturbations importantes au niveau du poids des reins, puisqu’a deux semaines

on observait une augmentation de ce facteur.

L’anurie ou 1 ’oligo-urie observée dans toutes les différentes conditions d’exposition suggere
la présence de dommages tubulaires avec un oedéme interstitiel simultané et la présence de
débris dans la lumiere. Cela peut aussi suggérer des perturbations dans la capacité du rein a
concentrer les urines. Le volume urinaire peut aussi nous permettre d’évaluer une
perturbation de la fonction rénale, bien que ce paramétre soit un indicateur précoce et trés
facile pour évaluer I'intégrité de la réabsorption tubulaire. Cette relation entre le volume
urinaire et Pintégrité de la réabsorption tubulaire s’expliquerait par le processus de
concentration des urines qui se produit au niveau des tubules de fagon concomitante avec la
réabsorption d’eau, et I’urine étant la principale voie d’excrétion du nickel. De plus, le rein a
un grand flux sanguin, il concentre les toxiques dans le filtrat, les transporte a travers les
cellules tubulaires. Ainsi une administration d’un néphrotoxique aura pour effet de

provoquer soit une perte de la capacité de concentrer ’urine en entrainant une polyurie, soit
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une augmentation de cette capacité de concentration du rein en entrainant une anurie avec la
présence d’un oedéme interstitiel concomitant avec la présence de débris ou de sédiments
intraluminaux (Lu, 1991). Ces variations semblent étre des indices de dommages rénaux,
mais ces paramétres ne suffisent pas pour conclure la présence de ces dommages. D’ou la

nécessité d’ajouter d’autres parameétres a notre étude.

b. Parameétres spécifiques au segment glomérulaire

L’¢valuation du taux d’azote uréique sérique (BUN) et les protéines urinaires constitue 1’un
des tests les plus communément utilisés pour évaluer I"intégrité de la fonction glomérulaire.
L’analyse de la quantité de protéines totales dans 1’urine des rats aprés deux, quatre et treize
semaines d’exposition par voie orale au sulfate de nickel montre une stabilité de la
concentration de protéines totales dans les urines, par contre une diminution de ces derniéres
est observée a huit semaines. Klonne et al. (1993) ont observé contrairement a nous, une
diminution de la quantité de protéines excrétées dans I'urine aprés une inhalation des
aérosols d’oxyde d’éthyléne/de propyléne. Or, généralement, lors d’une atteinte des
glomérules, on observe une augmentation de la quantité de protéines excrétées dans 1urine,
mais dans notre cas nous observons une stabilité et une baisse de protéine dans I’urine.
L’analyse des protéines dans 'urine est une méthode facile, mais une hyperprotéinurie ou
une hypoprotéinurie ne nous permet pas de localiser le site de la Iésion dans le rein. Car, les
protéines de faibles poids moléculaires qui sont filtrées a travers la barriére glomérulaire
peuvent €tre réabsorbées au niveau du tubule proximal, et par conséquent leur augmentation
dans I'urine peut étre due soit a la perte de la filtration glomérulaire soit a la perte de la
réabsorption tubulaire (Smith et Hook, 1982). Le sulfate de nickel affecte donc I’intégrité

des glomérules.

L’évaluation du taux d’azote uréique sérique (BUN) montre son augmentation a deux et a
huit semaines, sa stabilité a quatre semaines et sa diminution a treize semaines dans le plasma
des rats exposés. Cette augmentation de BUN a été aussi observée par Kinkead et al. (1990)

qui ont rapporté une augmentation du taux de BUN dans le plasma par inhalation des doses
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¢levées de polychlororotrifluoroéthylene. Cette augmentation du taux de BUN dans le sang
indique une perturbation de la filtration glomérulaire, et ces fluctuations sont d’autant plus
importantes lorsque le rein subit des dommages trés sévéres (Kluwe, 1981). La stabilité de
BUN nous laisse penser qu’il n’y a pas de perturbation de la filtration glomérulaire. Ces
changements peuvent aussi résulter de la dysfonction de la réabsorption tubulaire et du
dommage des glomérules, cependant le niveau de BUN dans le sang peut étre aussi affecté
par une nutrition ou par une hépatotoxicité. Encore une fois, les facteurs dose et durée
rentrent en ligne de compte. De plus, ’augmentation de BUN s’avére directement liée a une
diminution de la filtration glomérulaire, ce qui est susceptible de réduire la charge de
protéines filtrées pouvant résulter en une diminution du taux d’excrétion urinaire de
protéines. En d’autres termes, le sulfate de nickel peut entrainer une atteinte rénale séveére
des glomérules sans toute fois provoquer une augmentation du taux de protéines dans
I'urine, car les animaux filtrent des volumes moins importants de plasma. De plus, nous
supposons que cette chute de protéines excrétées dans I'urine est due & la réabsorption
tubulaire des protéines ou a la tolérance au sulfate de nickel. Car la toxicité glomérulaire du
nickel a été prouvée réversible par Gitlitz et al. (1945) qui ont observé une protéinurie
significative durant les deux premiers jours d’exposition parentérale des rats au NiCl, (34
umol/kg de poids corporel) et qui a chuté les derniers jours de I’exposition. Ces mémes
observations supportent les effets directs réversibles du nickel sur le glomérule comme étant
la plus proéminente manifestation de faibles doses d’exposition de nickel (Sunderman et
Horak, 1981). Par contre ’augmentation de BUN nous permet de dire qu’il y a une atteinte

de la fonction glomérulaire.

c. Paramétres spécifiques au seement tubulaire

Ce segment est caractérisé par ses multiples fonctions, il peut se répartir en trois segments
(S1, 82, S3) et parmi ces fonctions nous avons particuliérement la sécrétion et la
réabsorption. Dans notre étude, la fonction sécrétrice n’a pas été élucidée. nous nous
sommes limités a la réabsorption tubulaire qui a été évaluée en dosant le glucose dans
I"urine. Nous avons observé une augmentation de glucose dans 'urine 4 deux et a quatre

semaines et stabilité a huit semaines suivie d’une diminution significative a treize semaines
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sans la présence d’une hyperglycémie, cela indique une dysfonction tubulaire, car le glucose
qui se retrouve dans le filtrat glomérulaire est totalement réabsorbé dans les tubules (Lu,

1991).

Le dosage urinaire de Pactivité de N-acétyl-B-D-glucosaminidase (NAG) et de Iactivité de
y-glutamyltranspeptidase (y-GT) a été faite pour compléter 1’étude de la toxicité rénale. Ces
enzymes (NAG et y-GT) sont localisées dans les tubules proximaux, mais le NAG qui est un
des indicateurs les plus sensibles de la toxicité rénale permettant d’identifier les altérations
tubulaires, se trouverait surtout au niveau des lysosomes et le y-GT se trouverait plutdt dans
la bordure en brosse, la zone vulnérable a ’atteinte toxique (Hook, 1981; Braun et al.,
1978). Les résultats obtenus montrent que le sulfate de nickel ne perturbe pas de fagon
importante 1’activité urinaire de NAG et de celle de y-GT sauf 4 treize semaines ou I’activité
urinaire de N-acétyl-B-D-glucosaminidase (NAG) est augmentée significativement pendant
que celle de y-glutamyltranspeptidase (y-GT) est restée stable. Donc il y a atteinte de
Uintégrité des tubules. Ces résultats sont compatibles avec ceux trouvés par Gitlitz et al.
(1975). La stabilité de y-GT et de NAG au lieu d’une augmentation normalement observée
lors d’une atteinte rénale, peut s’expliquer d’une part, par le fait qu'une augmentation de
Iexcrétion de NAG ou de y-GT est généralement associée 4 un dommage mineur des
tubules rénaux (Nieboer et al., 1992). La bordure en brosse n’est pas perturbée, mais on
peut sous entendre que le nickel a plus d’affinité a se lier aux lysosomes et que les doses et
les conditions d’exposition ne sont pas importantes pour induire des dommages dans les
tubules rénaux, bien qu’on observe des dommages au niveau des glomérules. D’autre part, le
nickel inhiberait P'activité de NAG, car il se lie communément & une variété de molécules
structurales telles que les acides nucléiques, les protéines et leurs constituants (nucléotides,
peptides, acides aminés etc.). Leur site de liaison se situe au niveau des groupements

sulfures, azotés, aminés, amides, phosphates et groupement carboxyle.
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4.3 Evaluation de I’hépatotoxicité du sulfate de nickel

L’évaluation de I’hépatotoxicité n’a pas été effectuée en profondeur, car nous nous sommes
limités sur la mesure du poids relatif du foie et de I’activité de GPT dans le plasma qui est un
bon indicateur de perturbations au niveau hépatique. Nous avons observé une diminution
significative du poids relatif du foie a deux, a huit et a treize semaines alors qu’il est resté
stable a quatre semaines. L’activité de GPT diminue significativement a deux et a treize
semaines et reste stable a quatre et & huit semaines. Cela suggére une atteinte hépatique
probable, quoi qu’il n’y a pas eu normalement une augmentation de GPT. Cette diminution
peut étre due a Paction directe du sulfate de nickel sur ’enzyme par sa liaison avec le
groupement amine, car la majeure action des métaux est ’inhibition des enzymes, et le foie
est I’organe de la biotransformation et de la bioactivation des toxiques. Le sulfate de nickel
exercerait des effets mineurs ou silencieux dans le foie, et que les doses ne sont pas

suffisantes pour que ces effets soient bien visibles.

4.4 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur le systéme pulmonaire

a. Le poids relatif des poumons

L’augmentation du poids relatif des poumons tel qu’observé aprés deux et treize semaines
d’exposition suggere une congestion des vaisseaux, un oedéme ou une prolifération du tissu
conjonctif (Lu, 1991). La stabilité du poids relatif des poumons est observée a quatre et a
huit semaines d’exposition. Cette stabilité semble étre due a une tolérance ou a la
réversibilité des effets du sulfate de nickel aprés une administration orale, car les dommages

pulmonaires sont souvent accompagnés d’un oedéme.

b. Etude des paramétres mesurés dans le LLBA

La toxicité du sulfate de nickel sur le systéme respiratoire a été évaluée en faisant un lavage
bronchoalvéolaire. Les résultats montrent une diminution de ALP a deux, a quatre, a huit et
a treize semaines et une stabilité¢ de ACP et de LDH a quatre et a treize semaines, une
diminution de ACP avec une stabilité de LDH dans le LLBA & huit semaines et une

diminution de LDH & deux semaines d’exposition. Ces résultats sont en désaccord avec ceux
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de Benson et al. (1988 et 1989), Dunnick et al. (1988 et 1989) qui ont observé une
augmentation de ALP et de LDH dans le LLBA chez les rats exposés par inhalation a 0-60
mg/m’ pendant 1 ou 7 jours et & 0-0,4 mg/m® de NiSO,.6H,0 pendant 13 semaines. Aussi
Mathur et al.(1988) ont observé une augmentation trés significative de ALP et de ACP chez
les rats exposés oralement dans ’eau a 0-50 mg/kg de NiSO4.6H,0 pendant 7 ou 14 jours.
Mais nos résultats concordent avec ceux de Benson et al. (1995) qui ont observé une

diminution de ALP dans le LLBA des rats F344/N exposés chroniquement au NisS,.

On observe aussi une augmentation significative (p < 0,05 ) des protéines totales dans le
LLBA apres deux et quatre semaines d’exposition, alors qu’elles sont restées inchangées a
huit et a treize semaines d’exposition. Cette augmentation de la quantité de protéines totales
dans le LLBA concorde avec les résultats de Benson et al. (1988 et 1989), Dunnick et al.

(1988 et 1989) et de Mathur et al.(1988).

Cette discordance des résultats peut s’expliquer par le fait que la durée et la voie
d’exposition ainsi que la dose qui sont les facteurs importants dans la toxicité du sulfate de
nickel ne sont pas les mémes. D’autre part, cette diminution de ’activité de ALP dans le
LLBA pourrait étre spécifique & I’exposition du nickel, car Henderson et al.(1979) ont
observé une augmentation de I’activité de ALP dans le LLBA. De plus cette diminution de
ALP peut s’expliquer par le fait que ALP serait un marqueur sélectif des cellules de type II.
C’est di probablement aux changements fonctionnels des cellules de type II (Hirano et al.,
1994). Bien qu’il ait été prouvé que le nickel sulfate n’inhibe pas directement I’activité de
ALP par Hirano et al. (1994), I’hypothése selon laquelle le nickel inhiberait 1’activité de ALP
ou d’autres enzymes n’est pas a redouter. Ces résultats laissent sous entendre que le nickel
ne perturbe pas la perméabilité membranaire, mais qu’il aurait une action directe sur
I’enzyme elle méme, soit par I’inhibition de leur synthése, de leur cofacteur métallique, ou
par son interaction avec le groupe sulfure SH (Lu, 1991). Car s’il y avait une perturbation de
la perméabilité des membranes sans inhibition de I’enzyme, on devait observer une

augmentation de ces enzymes dans le liquide de lavage.
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c. Etude des paramétres mesurés dans le tissu pulmonaire

Une diminution significative de I’activité de ALP, de ACP et de LDH a deux semaines
d’exposition, une diminution de ALP avec des changements non significatifs de 1’activité de
ACP et de LDH a quatre semaines, des fluctuations plus ou moins importantes de ALP,
ACP et de LDH a huit semaines, et une diminution de ALP avec une augmentation de LDH
suivie d’une stabilit¢ de ACP a treize semaines ont été observées dans le tissu pulmonaire.
Ces résultats suggeérent une atteinte de la membrane plasmique des cellules épitheliales de
type I et II, une augmentation de la perméabilité membranaire ou rupture des cellules. Il y a
eu, en d’autres termes, une stimulation de la sécrétion de surfactant ou de la croissance
intracellulaire de la synthése des surfactants par le pneumocytes de type I et II et leur
secretion dans la cavité alvéolaire. Mais une perturbation de Pactivité de ACP dans le tissu
pulmonaire peut étre aussi provoquée par les leucocytes polymorphonuclées durant la
phagocytose et par les macrophages, ou bien par la mort ou des dommages de ces cellules
phagocytaires (Henderson et al., 1979). Le dommage des cellules alvéolaires de type II
serait due a la péroxydation des lipides (Manca et al. (1991). La stabilité de Pactivité de
LDH dans le tissu pulmonaire laisse penser une absence de perturbation de la perméabilité
membranaire ou de la rupture des cellules. Mais une augmentation de LDH dans le poumon
suggére une perturbation de la perméabilité membranaire ou rupture des cellules. L activité
de ACP non influencée dans le tissu pulmonaire suppose que les cellules épithéliales de type

I sont moins sensibles a ces conditions d’exposition.

On observe aussi une stabilité de la quantité de protéines totales dans le tissu pulmonaire &
deux, & huit et a treize semaines d’exposition, et une diminution significative de cette
derniére (p < 0,05 a 0,02%) a quatre semaines. Les fluctuations non importantes de
protéines totales dans le LLBA et une diminution dans le tissu entraine une réponse
inflammatoire des macrophage alvéolaires. Ces protéines totales peuvent aussi indiquer le
dommage de la barriére capillaire-alvéole. Cette réponse inflammatoire a été rapportée par

Henderson et al. (1979 et 1985), Dunnick et al. (1988, 1989), Benson et al. (1988 et 1989),
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bien que les voies d’exposition et les doses ne soient pas comparables. De plus, les
changements observés dans la quantité de protéines pulmonaires peuvent étre dus a la
prolifération de la synthése de protéines spécifiques telles que la métallothionine (Martin et

al., 1985).

4.5 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur les testicules

On n’observe aucun changement significatif dans I’activité testiculaire des enzymes ALP,
ACP et de LDH apres huit et treize semaines d’exposition, par contre on observe une
diminution de LDH sans une différence significative de ACP et de ALP a deux et 4 quatre
semaines. Cela suppose que les doses, les conditions d’exposition et plus particuliérement la
voie d’administration ne sont pas adéquates ou importantes pour induire une toxicité sur
’appareil génital male des rats. De plus, le poids relatif des testicules est resté inchangé a
quatre, huit et a treize semaines d’exposition tandis qu’il augmente a deux semaines. La
quantité de protéines totales est restée inchangée dans toutes les conditions d’exposition. Le
sulfate de nickel n’induit donc pas une destruction des cellules épithéliales de type I et IT des
tubules séminiféres, mais plutdt des perturbations dans la perméabilité cellulaire ou rupture
des cellules des tubules séminiféres. Ceci est en accord avec les études de Mathur et al.

(1977a et 1977h).

4.6 Evaluation de la toxicité du sulfate de nickel sur le systéme immunitaire

Les résultats obtenus montrent que le sulfate de nickel induit une stimulation importante des
lymphocytes T et B a des doses sub-chroniques, ce qui pourrait étre dii a un déséquilibre
dans la production de cytokines ou a I’induction de nouveaux antigénes au niveau des
cellules non identifiées, responsables de fagon indirecte, de la stimulation immunitaire
observée. Cette seconde hypothése serait compatible avec I’apparition de désordres auto-
immunitaires a long terme. Zeromski et al. (1995) ont aussi observé une diminution de NK,
CD4" et de la fonction cytotoxicique naturelle des mononuclées dans le sang périphérique
des humains sains in vitro. De plus, il a été démontré que le sulfate de nickel induit une

cytotoxicité dans les macrophages alvéolaires et dans les cellules épithéliales, une
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augmentation chronique de la réponse inflammatoire, des fibroses, de la protéinose
alvéolaire, de I’emphyséme et du cancer chez les rats et souris exposés a 0-60 mg/m’ de
NiSO4.6H,O pendant un ou 7 jours par inhalation (Bingham et al., 1972; Mastromatteo,
1967, Benson et al., 1987 et 1988; Dunnick et al.. 1988), et a 0- 0.4 mg/m’ (6 h/j
5j/semaine) (Benson et al., 1986; Dunnick et al, 1987). Ici encore on remarque ’importance

de la voie d’administration dans I’interprétation des résultats obtenus.

4.7 Autres toxicités

Une augmentation du poids relatif du coeur et du cerveau est observée a deux semaines et
une augmentation du poids relatif du cerveau avec une stabilité de celui du coeur est
observée a treize semaines, par contre, aucun changement significatif du poids relatif du
coeur et du cerveau n’est observé a quatre et a huit semaines. Les fluctuations observées
dans le poids relatif du coeur et du cerveau nous laisse prédire une atteinte dans I’'intégrité
fonctionnelle de ces organes ou un oedéme. De plus la diminution du pourcentage
d’hématocrite montre une atteinte du systéme hématopoiétique. Le pourcentage
d’hématocrite baisse a quatre mais reste stable 4 huit et a treize semaines. Donc il y a eu un
effet réversible dans le systéme hématopoiétique.

Aucun changement significatif n’a ét€ observé dans I’étude histologique, cela laisse entendre

que les dommages induits ne sont pas séveres pour étre observés au microscope.

L’exposition subchronique au sulfate de nickel par la voie orale via I’eau de consommation
induit des lésions dans le rein, le poumon, le systéme immunitaire (la rate). Le rein, le
poumon et la rate constituent les organes les plus susceptibles ainsi que le systéme
hématopoictique. Et le fait de ne pas avoir observé des changements significatifs dans toutes

les études histologiques démontre que les dommages observés sont mineurs ou silencieux.
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4.8 Récapitulation de la toxicité sub-chronigue du sulfate de nickel

Toxicité rénale

De fagon générale, les paramétres NAG et 3-GT n’ont pas varié significativement a cause de
I’exposition. Du moins, on observait lorsqu’une variation survenait, une légeére diminution de
ces parametres sous les deux conditions d’exposition, sauf a treize semaines ou 'on a
observé une augmentation de NAG. Seuls le poids relatif des reins, les protéines et le
volume urinaires ainsi que le BUN variaient significativement par rapport au controle. Cela
pourrait s’expliquer par le fait que les 1ésions rénales dues a des administrations répétées des
substances chimiques ne vont varier que lorsque les dommages sont trés importants (Gilman,
1964). C’est pourquoi ces différentes 1ésions sont souvent appelées « lésions silencieuses ».
Le rein serait de méme adapté a des administrations répétées de la substance toxique
(Kluwe, 1981), c’est-a-dire que la réponse rénale a une exposition subchronique peut
entrainer une réponse réversible ou une tolérance. La fluctuation du glucose dans le sang
pourrait étre considérée comme étant causée par I’action directe du nickel sur les ilots de
langherance malgré que celle de I’extra-pancréatique est tenue en compte. Le nickel
endommage les cellules o et B. Les fluctuations observées lors de cette expérience
pourraient revenir a la normale aprés un certain temps. Ce phénomeéne pourrait expliquer les
résultats que nous avons obtenus pour B-GT. C’est pourquoi nous avons ajouté I’étude
histologique qui, hélas, n’a rien révélé de pertinent. Nous remarquons que les résultats que
nous avons obtenus montrent une diminution de BUN alors que la majorité des études qui
ont analysé ce parametre démontrent son augmentation dans le plasma.

Le sulfate de nickel induit donc des effets toxiques sur le systéme rénal. La susceptibilité du
rein dans la toxicologie du sulfate de nickel semble étre due au fait que le nickel est
principalement excrété par Iurine, et que le rein constitue un des organes les plus complexes
et les plus dynamiques, impliqué dans le maintien de la composition et du volume des
différents fluides corporels et dans le maintien de I"homéostasie. De plus, le rein est sujet a
recevoir, entre autres les déchets toxiques, les différents métabolites actifs provenant de la
biotransformation de leur substances méres dans le foie. Il contient également des systémes

enzymatiques actifs pouvant métaboliser de nombreuses substances chimiques et toxiques en
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enzymatiques actifs pouvant métaboliser de nombreuses substances chimiques et toxiques en
les rendant soit inactives ou actives. Ces substances actives peuvent a leur tour nuire le rein.
La masse totale des reins ne représente que 1% du poids corporel de I’organisme, mais
malgré ce faible pourcentage, les reins regoivent a eux seuls, plus de 25% du débit
cardiaque. Ainsi, les cellules rénales sont exposées a des quantités de substances chimiques
ou toxiques relativement plus €levées par rapport aux autres cellules. Les reins ont donc
I’habilité de concentrer les substances toxiques a cause de leur fonction de filtration, de

réabsorption, de sécrétion et d’élimination.

Toxicité pulmonaire

Les résultats obtenus subchroniquement, montrent une diminution de I’activité des enzymes
ALP, ACP et LDH dans le LLBA comme dans le tissu de poumon, alors que la majorité des
¢tudes qui ont analysé ces paramétres témoignent d’une augmentation de ces enzymes dans
le LLBA pendant qu’elles diminuent dans le tissu. On suppose que le sulfate de nickel a
inhibé Pactivité de ces enzymes dans le LLBA de fagon directe, bien que Hirano et al
(1994) n’aient prouvé que le nickel sulfate n’inhibe pas directement I’activité de ALP. Le
nickel pourrait aussi inhiber des fractions enzymatiques par I'inhibition de leur synthése ou a
travers le déplacement de leur cofacteur métallique qui leur est essentiel, ou par son
interaction avec le groupe sulfure SH de ces enzymes (Lu, 1991). Le nickel n’affecte pas
I"intégrité des membranes cellulaires, mais affecte spécialement le métabolisme cellulaire de
oxygeéne, c’est-a-dire qu’il affecte spécialement la libération de I’oxygéne actif des
macrophages alvéolaires, qui n’est pas libéré par la détérioration générale dans la viabilité
des cellules. 11 inhibe la consommation de I"oxygéne dans les macrophages alvéolaires durant
I"exposition (Castranova et al., 1980). Ces résultats peuvent aussi s’expliquer par la voie
d’administration, car la plupart des études sur la toxicité pulmonaire du nickel ont été faites
par inhalation. Or, I’administration orale est souvent accompagnée d’effet de premier
passage dans le foie et le tractus intestinal semble bloquer ou limiter 1’absorption a cause de

la présence des agents chélateurs.
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Toxicité dans les testicules

La stabilité des protéines dans ’homogénation des cellules testiculaires peut s’expliquer par
le manque de processus inflammatoire. Et la diminution non significative des activités
enzymatiques peut s’expliquer par la possibilité de la prolifération des cellules de types 1 et

I1 des tubules séminiféres.

Hépatotoxicité

Les résultats obtenus lors de I’évaluation de I’hépatotoxicité sont moins s€veres que ceux
rencontrés dans le rein. Cela s’explique par le fait que les toxiques sont distribués, ou
absorbés dans les différentes zones ou dans les différents organes de I’organisme avant
d’étre éliminés. Mais il arrive qu’ils subissent une biotransformation dans les organes et les
tissus dont le principal est le foie. Cette biotransformation conduit a la conversion de la
molécule meére en métabolites et ultérieurement en dérivés conjugueés. Ceux-ci sont

généralement hydrosolubles et plus polaires, donc plus faciles a étre €liminés.

Toxicité du systéme immunitaire

Ces résultats montrent que le sulfate de nickel exerce un effet suppressif du systéme
immunitaire. Les résultats similaires ont été observés par (Zeromski et Jezewska, 1995;
Zeromski et al., 1995; Haley et al., 1990). De plus, la proliférations des lymphocytes a la
suite d’une exposition au sulfate de nickel a été aussi observée dans les noeuds lymphatiques
par Boussiquet et al. (1995) et par Sikora et Zeromski (1995). Mais I’augmentation des
CD4, CDS8 et du ratio CD4/CD8 a 0,1% (deux semaines d’exposition), a 0,02 et a 0,05%, et
le fait qu’ils reviennent a la normale a 0,1% dans I’exposition de huit semaines montrent un
effet de tolérance. Il a été prouvé qu’une injection du sulfate de nickel est suivie d’un
phénomene de tolérance ou de la sensibilité du systéme immunitaire (Mowat, 1987),. De
plus, il a ét¢ démontré que 1’administration orale ou intragastrique des doses non toxiques
du sulfate de nickel dans I’eau de consommation chez les souris entraine le développement

d’un type d’hyposensibilité qui pourrait étre transféré par les cellules CD8" , et



d’hypersensibilit¢ qui est supprimée ou éliminée en fonction de la dose. Cette

hypersensibilité serait médiée par les antigénes spécifiques ou par les cellules.

L’induction de la tolérance orale de 'immunité systémique humorale a été bien décrite.
Ainsi, elle n’affecte pas les IgA. Le role biologique de la tolérance orale pouvait étre lié
dans la prévention des réactions allergiques di a la nourriture (Mowat, 1987), car c’est tout
dernierement que le pouvoir thérapeutique potentiel de I’induction de la tolérance orale
immune a été appréciée. Le mécanisme fondamental de cette tolérance orale est encore mal
compris. Le facteur compliquant est que la tolérance orale peut affecter la fonction effectrice
de I'immunité systémique cellulaire indépendamment des fonctions immunes du systeme de
I’'immunité humoral (Van Hoogstraten et al., 1993). Ceci implique que les mécanismes
immunoactivateurs et immunosuppresseurs peuvent étre opérés simultanément. D’autres
mécanismes immunorégulateurs ont été¢ impliqués dans I’induction de la tolérance orale;
c’est le cas du développement des anticorps anti-idiotypique et les complexes immunes (Van
Hoogstraten et al., 1993). Les auteurs montrent que la tolérance orale de la sensibilité du
NiSO, peut étre transféré par CD8 en compagnie de I’autre évidence pour le réle des
cellules T activées (Mowat, 1987). 1l est possible que les CD8" soient impliquées dans
I’induction de la tolérance orale de I'immunité cellulaire pour les autres antigénes. Aussi, la
persistance de la tolérance orale est une indication de ’implication des cellules plut6t que les

facteurs (Van Hoogstraten et al., 1993).

4.9 Etude sub-chronique de la bioaccumulation du sulfate de nickel

L’augmentation de la quantité de nickel dans le rein peut s’expliquer par le fait que le nickel
s’élimine principalement dans |’urine aprés une administration orale dans I’eau. Nos résultats
concordent avec ceux de Valentine et Fisher (1984) qui ont détecté une grande
concentration de nickel dans le rein aprés une instillation intratrachéale de Ni;S,. Par contre
les résultats rapportés par Santucci (1994) démontrent qu’une diminution de la
concentration de nickel dans le sérum est suivie d’une augmentation dans 1'urine. Et une

exposition prolongée au NiSOy4 de fagon orale dans I’eau réduit I’absorption intestinale et
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active ’excrétion rénale stimulant ainsi la mobilisation des éléments accumulés. De plus, plus
les doses administrées augmentent, plus 1’absorption du nickel diminue. Cette réduction de
I’absorption pourrait étre due a la modification du tractus intestinale. Il a été aussi démontré
qu’une administration orale par gavage au NiCl, est suivie d’une élimination dans les selles
et une partie de la quantité de nickel absorbée est rapidement éliminée dans I’urine (Santucci
et al, 1990a et 1990b). Les études faites par la radioactivité montrent que le nickel est
rapidement éliminé dans 'urine et qu’aucune accumulation n’est observée dans aucun
organe (Smithe et Hackley, 1968). L administration orale du sulfate de nickel dans I’eau
réduit I’absorption gastro-intestinale et augmente I’excrétion rénale contrairement lorsque
ingéré dans la nourriture (Sunderman et al., 1989; Santucci, 1994). L’accumulation du
nickel est différente en fonction de la durée d’exposition et de I’espéce animale, c’est
pourquoi nos résultats différent de ceux de Severa et al. (1995) qui ont montré une
accumulation de nickel (NiSQy) dans le foie > rein = sang total = sérum > testicule > urine

chez les rats méles Wistar exposés oralement dans I’eau au NiSQO, pendant 6 mois.

Donc il n’est pas surprenant de voir une diminution de la concentration de nickel dans les
organes au fur et a mesure que la dose et la durée augmentent et que le rein soit I’organe qui
accumule beaucoup plus de nickel en méme temps que la dose augmente. De plus une
exposition sub-chronique par la voie orale dans I’eau est suivie d’un effet de tolérance ou
d’un effet réversible. Enfin, le sulfate de nickel est un composé trés soluble dans I’eau, donc

il s’élimine presque totalement aprés une ingestion orale dans I’eau.
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CONCLUSION
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Nous pouvons donc dire que I’exposition au sulfate du nickel peut produire des lésions
rénales et les doses de nickel peuvent entrainer une excrétion urinaire des niveaux ¢levés
d’enzymes cytozoliques rénaux. Le temps mis pour excréter ces enzymes concorde avec les
dommages observés dans le rein. Cependant, I’atteinte rénale n’a aucun effet sur I’excrétion
urinaire du nickel, lorsque comparée a celle observée aux doses non néphrotoxiques.

Les études sub-chroniques nous ont montré que I’exposition orale a des doses de sulfate de
nickel n’avait que trés peu d’effet chez le rat dans nos conditions expérimentales et sur nos
indicateurs de toxicité bien que les résultats obtenus nous aient démontré des dommages
moins séveres ou des dommages silencieux dans le systéme rénal, pulmonaire et immunitaire
et I’exposition prolongée au sulfate de nickel par voie orale via ’eau réduit 1’absorption
intestinale et active I’excrétion rénale en stimulant ainsi la mobilisation des éléments. Le
nickel s’accumulerait en fonction de la dose et de la durée d’exposition. De plus,
I’exposition au sulfate de nickel par ’eau de consommation n’entraine pas une accumulation
importante dans les organes, mais plutdt une grande élimination dans les urine. Elle induit
aussi une tolérance ou un développement d’un type d’hypersensibilité retardée qui est
supprimée ou disparait a des doses croissantes et une hyposensibilité qui pourrait étre
observée dans les cellules CD4". L’affinité du nickel a se lier aux constituants biologiques est
fonction de la dose et de la durée d’exposition. Le potentiel néphrotoxique semble étre plus
important par rapport aux autres organes. L’exposition orale au sulfate de nickel dans I’eau
ne provoque pas de dommages treés séveres dans les différents organes, car les études
histologiques n’ont rien révélé de significatif. Le rein serait de méme adapté & des
administrations répétées de la substance toxique, c¢’est-a-dire que la réponse rénale a une
exposition subchronique peut entralner une réponse réversible ou une tolérance.
L’accumulation semble étre en relation avec la toxicité. C’est-a-dire que la toxicité et la

bioaccumulation du sulfate de nickel vont de paire.

Pour mieux apprécier les effets de la spéciation du nickel sur sa toxicité et sur sa
bioaccumulation, il faudrait exposer les rats dans les mémes conditions aux autres composés

de nickel. Toutefois, on peut prédire une toxicité plus sévére et une bioaccumulation plus
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importante pour les composés insolubles, car les composés hydrosolubles comme le sulfate
de nickel sont rapidement éliminés.

Cette étude devrait améliorer notre connaissance sur le risque toxique associé au NiSOy
susceptible d’étre rencontré en milieu professionnel et non-professionnel et dans

I’environnement.
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