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La toxicité de I'aluminium est apparue comme une réalité médicale il y a

environ 25 ans, à la suite d'un cas d'encéphalopathie d'origine inconnue (I-apresle

et coll., 1gZ5). Des concrétions observées dans la substance grrse cérébrale du

patient décéd.é avaient alors été considérées comme des calcifications et ce n'est

que de façon fortuite que I'analyse chimique révéIa non seulement I'absence de

calcium, mais Ia présence de fortes concentrations d'aluminium associé à du

phosphore. Par la suite, les études montrèrent un important empoussièrage

pulmonaire constitué essentiellement d'aluminium.

Dès I'année suivante, de nombreuses publications suivirent en d.émontrant

une relation entre le taux d'aluminium cérébral et les signes cliniques

d'encéphalopathie chez des patients souffrant d'insuffrsance rénale chronique et

fiatté par dialyse (Alfrey et coll., 1976)-

Les études et les publications sur la toxicité de I'aluminium se sont alors

multipliées. L'aluminium a été associé à de nombreuses pathologies, ce qui a

permis d.e prévenir certaines complications se produisant essentiellement en cas

de troubles rénaux. En effet, I'aluminium pénètre facilement et de façon

inévitable dans I'organisme du fait de son omniprésence dans l'environnement.

Les voies d'entrée sont principalement la voie digestive et Ia voie pulmonaire.

Chez les individ.us sains, I'aluminium qui pénètre dans le milieu intérieur est

excrété par les reins. Par contre, Iorsque I'absorption est importante, prolongée

ou que I'éIimination est déficiente, I'aluminium peut se concentrer dans certains

organes et être à I'origine de divers troubles cliniques-

De nos jours, les phénomènes relatifs à la toxicité de I'aluminium

commencent à être bien éclaircis @laten et coll., 1996).En effet, Ies effets

toxiques ont été démontré chez les végétaux et les animaux aquatiques, chez les

animaux de laboratoire par différentes voies dexposition et chez I'homme dans

plusieurs cas cliniques. L'aluminium entraîne un problème majeur en agriculture

et dans les eaux naturelles acidifiées par les pluies acides, I'aluminium provoque

I'extinction de certains poissons. Chez I'homme atteint d'insuffisance rénale et

subissant des séances d.e dialyse, I'aluminium peut provoquer d.es pathologies

comme I'encéphalopathie, l'ostéomalacie et I'anémie. Certaines atteintes ont

également été signalées chez des individus sans problèmes rénaux. Des effets

neurologiques, psychomoteurs et des anomalies au niveau des électro-

encéphalogrammes ont été observées pour des teneurs plasmatiques aussi faibles

que 50 Fg Al.L-r. Les enfants et les ouvriers exposés aux fumées et poussières

d.'aluminium sont particulièrement exposés. Cependant, il n'y a, dans Ia

littérature, que peu d'information sur les facteurs qui contrôlent et modifient

I'absorption gastro-intestinale d'éIéments traces non essentiels et potentiellement
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toxiques. L'intérêt d'étudier I'absorption intestinale de I'aluminium est renforcé

pour 3 raisons principales :
- beaucoup d'effets toxiques de I'aluminium sont dus à son interaction avec

des nutriments, tels que le phosphore, le calcium, Ie fluor ou avec la vitamine D

(Greger, 1988);
- il a été démontré que Ia toxicité de I'aluminium n'est pas uniquement

induite par les dialysats et les solutions parentérales chez les patients dialysés

mais aussi par I'ingestion de produits pharmaceutiques contenant de I'aluminium

@urgess et coll., 1992) ;
- des auteurs ont montré que des concentrations élevées en aluminium

contenues dans I'eau de boisson @astwood et coll., 1990) et dans I'alimentation

(Freundlich et coll., 1985) pouvaient aboutir à des effets toxiques chez les

individus les plus sensibles.

De plus, Ies études qui s'attachent à connaître le comportement de

I'aluminium au niveau du tractus gastro-intestinal se heurtent à certaines

difficultés propres à cet élément qui compliquent la mise en oeuvre et

I'interprétation des étud.es :
- I'aluminium ne possède pas d'isotope radioactif stable, dont la durée de

vie soit bien adaptée pour les études biologiques ;
- I'aluminium forme des composés insolubles d'hydroxyde au pH

physiologique.

Plusieurs facteurs influencent l'absorption intestinale des composés

daluminium:
- la forme chimique de l'aluminium et sa solubilité ;
- le pH intraluminal ;
- la présence d'ions environnants ;
- le temps de contact avec Ia muqueuse intestinale.

Notre étude a porté, dans un premier temps, sur plusieurs aspects et

facteurs influençant I'absorption intestinale de I'aluminium :
- l'influence de l'aluminium sur Ie péristalisme intestinal. Parallèlement,

dautres ions proches chimiquement de I'aluminium ont été étudiés : Ie fer, Ie

chrome et I'yttrium ;
- I'influence de la forme chimique. L'absorption intestinale de plusieurs

composés aluminiques a été comparée ;
- I'in-fLuence dautres ions, comme Ie fer, sur I'absorption et l'accumulation

de différents éIéments dans l'organisme.
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Dans une seconde partie, nous nous sommes appuyés sur les propriétés

physico-chimiques dun composé d'aluminium pour proposer une nouvelle

application thérapeutique dans le traitement de l'alcoolisme.
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CHAPITRE I :

ANALYSE BIBLI OGRAPHI QUE
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Les principales données de la littérature scientifi.que concernant

I'aluminium (Al) relatives à Ia chimie, la contamination, les phénomènes toxiques

et les pathologies observées chez I'homme seront abordées dans ce chapitre.

Les premiers articles publiés sur I'aluminium portaient essentiellement

sur d,es observations cliniques. Puis vers 1980, des travaux expérimentaux basés

sur Ia toxicité de I'aluminium et sur son métabolisme sont venus compléter ces

études.

HISTORIQUE

Utilisé depuis I'antiquité à I'état d'alun pour la purification des eaux, il fut

isolé sous forme de métal, encore très impur, par Davy (1810), puis par Oersted

(1825). Les propriétés physiques d.e I'aluminium ont conduit à un intérêt

croissant pour son utilisation dans I'industrie. La mise au point de procédés pour

Ia préparation industrielle de I'aluminium (éIectrolyse) a précédé I'explosion de la

production et de I'utilisation de ce métal dans d.e nombreux domaines. II est

utilisé pur ou entre dans la compositiel fl'alliages. On le trouve largement utilisé

dans les domaines de constructions (aéronautiques, navales et automobiles), dans

I'industrie du verre, des matières plastiques (catalyseur de polymérisation), des

élastomères, des ustensiles de cuisine. II entre également dans Ia composition de

peintures, de cosmétiques, d'additifs a-limentaires et de médicaments.

En 1971, "The US Food and Drug Administration" reconnaissait I'innocuité

de I'aluminium utilisé dans I'industrie alimentaire (Sorenson et co11.,1974). Les

cas graves d'intoxication dans I'industrie de I'aluminium sont rares, et les

troubles observés sont essentiellement d'ordre pulmonaire. Bien qu'un cas

d'encéphalopathie fut signalé chez un homme exposé d.epuis 30 ans aux

poussières d'aluminium (lVIc Laughlin et colI.,1962), ce n'est que vers les années

70 que la toxicité de I'aluminium a commencé à être prise en considération.

Alfrey et coll. (1976) décrivent 5 cas d'encéphalopathies progtessives chez des

patients hémodialysés atteints d'insuffi.sance rénale chronique et attribue la

genèse d.e ce syndrome à I'aluminium.

Ainsi, I'aluminium longtemps considéré comme inoffensif, s'est révélé

toxique d,ans des circonstances particulières, essentiellement en cas
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d.'insuffisance rénale chronique, où les 2 principales conditions nécessaires à son

accumulation sont réunies :
- un apport excessif

et - un défaut d'éIimination rénale-
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PRO PRIETES PHYSI CO.CHIMIQUES
DE L'ALUMINIUM

L'aluminium figure dans la colonne IIIB de la classification périodique de

Mendeleeff avec le gallium, I'indium et Ie thallium, d.ont il partage certaines

propriétés physico-chimiques. Son numéro atomique est z = 13 et son poids

atomique 26,97. Sa pléiade (masses atomiques de 24 à 29) ne comporte qu'un seul

isotope stable ("ef). Les isotopes radioactifs de I'aluminium ne se prêtent pas

aux études biologiques car leur demi-vie est, soit trop brêve (23 minutes pour

"Al), soit trop longue (740 000 ans pour'uAl). Des auteurs ont cepend.ant montré

que l'26A1 pouvait être utilisé comme traceur dans les tissus biologiques @ay et

coll.,199l ; Bjornstad et coll., 1992; Oughton et coll., 1992; Priest et coll., 1995 ;

Ihep et coll., 1997 ;King et coll., L997 ; Radunovic et coll., 1997 ;Zafar et coII-,

lgg7). L'aluminium est très léger par rapport aux autres métaux : sa densité est

de 2,7. Son point d.e fusion est de 658' C et son point d'ébullition de 2 467"C.

A l'état naturel, I'aluminium ne se trouve jamais sous sa forme tnflallique.

En solution aqueuse, on trouve I'aluminium sous forme d.hydroxyde

d'aluminium, Al (OH)s, qui se combine aussi bien avec des acides pour former des

sels aLuminiques stables, qu'avec d.es bases pour former des aluminates. Cette

propriété d'amphothère gouverne la spéciation d.e I'aluminium dans les milieux

biologiques (Skalsky & Carchman, 1983).

Ainsi, Ie cation aluminique Al3* n'existe que pour des pH < 3 alors qu'en

milieu basique (pH Z 11) I'aluminium est sous forme d'anion aluminate AlOz-.

Entre ces va-Leurs extrêmes de pH, I'aluminium forme des composés très peu

solubles.

Du fait d.e son faible rayon ionique (0,54À) et de son potentiel redox

standard bas (-1,66 V), I'aluminium possède une attractivité pour les anions et

forme des sels relativement stables et peu solubles. C'est ce que I'on rencontre

notamment avec les ions phosphates. Mais il peut se former également de

nombreux complexes solubles avec :
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- des composés organiques par les doublets libres de I'oxygène (acide

citrique, acide tartrique, acide lactique...) et par les groupements hydroxyl - OH

des phénols (Tam & McColl, 1990) ;
- des acides aminés, I'a-Luminium est alors sous forme combinée ;
- des acides humiques et fulviques.

De plus, I'aluminium peut exister sous forme de nombreuses combinaisons

hydroxylées plus ou moins colloTdales, telles que Al (OlDr*, Al (OII)a, Al (OII)4'' AI

(OH;z* et forme d.es solutions avec de très fines particules en suspension @aes &

Mesmer, 1976).

S

10-2

A(Olr): A lo i

Figure 1 : Solubilité apparente de I'hydroxyde daluminium en fonction du pH

(Charlot, 1963).

Al3*
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METHODES ANALYTIQUES UTILISEES POUR
DOSER L'ALUMINIUM DANS LES MILIETIX

BIOLOGIQUES

Le dosage de I'aluminium dans les milieux biologiques est essentiel dans

l'étude d.es effets de ce métal sur I'organisme et I'obtention de valeurs précises est

fondamental.e. L'analyste est confronté à deux problèmes majeurs (Savory et coll.,

1988) :
- détecter le plus souvent des concentrations très faibles d.e I'ordre du p.p.b.

(partie par billion) ,
- accomplir l'échantillonnage, Ie stockage, la préparation des échantillons

et le dosage sans contamination extérieure.

En effet, le dosage de I'aluminium est de réalisation délicate du fait de I'ubiquité

de cet élément dans I'environnement et donc des risques de contamination qui en

résultent (Clavel et coll., 1983 ; Tapparo et coll., 1995). Cependant, la pollution

des échantillons a fortement diminué depuis I'utilisation de récipients et d.e tubes

de préIèvements en polyéthylène ou polypropylène. ainsi que de réactifs ultra-

purs (Cornelis & Schutyser, 1984).

Ainsi les précautions prises pour éviter les contaminations ont entraîné

une diminution progressive des valeurs usuelles de I'aluminium sanguin :

Berlyne et coll., en 1970, rapportaient des vaLeurs normales de 300 pgll alors que

les auteurs admettent actuellement des valeurs de 5 à 10 pg.I-l. D'une manière

générale, les valeurs obtenues pour Ie dosage de I'aluminium sont toujours plus

importantes dans les articles les plus anciens que celles rapportées dans les

publications récentes car la préparation d.es échantillons entraînait des erreurs

par excès (Jaudon & Clavel, 1984).

Un autre problème est la conservation des échantillons, elle se fait à +4o C,

ou à -20î C en cas de stockage, et ils sont acidifiés afin d'éviter toute précipitation

du métal 0Milhelm & Ohnesorge, 1990).

A I'heure actuelle, I'aluminium est dosé principalement par cinq

techniques différentes, qui seront décrites brièvement ci-dessous. Les méthodes

spectroscopiques, tel que l'émission et I'absorption atomique, sont bien adaptées
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au dosage d.e I'aluminium et résolvent pour une large partie, les problèmes

d.'interférences rencontrés avec les matrices biologiques (Lovell et coll., 1996).

1) Méthodes chimiques et phvsico+himiques

L'aluminium peut être dosé par potentiométrie @adic, 1976), titration

(Salazar-Gutierrez et coll., 1988), photométrie (Nabrzyski & Gajewska, 1998) et

fluorimétrie. Cependant, Ies interférences avec d.'autres métaux et les

contaminations d.es réactifs, problèmes majeurs rencontrés avec ces techniques,

ajoutés à leur faible sensibilité, ont fait qu'elles ne sont plus utilisées

actuellement.

Les méthod,es colorimétriques utilisaient soit I'a-lizarine (Cholak et coll.,

1943),I'ériochrome cyanine R (Seibold, 1960) ou I'hématoxyline (Giebler, 1961).

La mesure de la fluorescence d'un complexe aluminique est plus sensible que la

colorimétrie et plus souvent utilisée @ill, 1961 ; Noll & Stefanelli, 1963 ;

Sanchez-Rojas et coll., 1988 ; Salinas et coll., 1988 ; Pereiro Garcia et coll., 1990 ;

Ben-Hur et coll., 1992).

Les interférences et les méthodologies complexes font préférer

actuellement l'analyse p ar spectroscopie.

a - La spectroscopie d'absorption atotnique (S.A.A.)

Cette technique est la plus couramment utfisée pour doser I'aluminium

dans les milieux biologiques car elle a I'avantage de nécessiter de faibles volumes

d'échantillons (de 5 à 50 pL).

Principe

Cette méthode de dosage repose sur la loi de Kirchoff, selon Iaquelle un atome

peut absorber certaines radiations lumineuses qu'il est lui-même susceptible

d'émettre (phénomène d.e renversement de la raie). La mesure de I'intensité

lumineuse avant et après passage de la vapeur atomique permet de déterminer le

pourcentage d'absorption de la radiation, qui est fonction de Ia teneur de

l'échantillon en élément à d.oser.

2)
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Lirnite de détection
. La S.A.A. de flamme possède une limite de détection médiocre pour

I'aluminium, qui est de 30 pg.L'l (soit 1,11 pmol.L't; : Krishnan et colL., 1972 ;

Parkinson et col1.,1982 ; Van der Voet et coll., 1985a ; Andersen, 1988 ; Koch et

col l . ,  1989;Taylor & Walker,1992-

. La S.A.A. à four gxaphite a une limite de détection d.e 2 pg.L-'d'aluminium (soit

g.10-2 pmol.L-l): Fuchs et coll., lg74 ; Legendre & Alfrey, 1976 ; Pegon, 1978 ;

Smeyers-Verbeke et coll., 1980 ; Leung & Anderson, 1983 ; Smeyers-Verbeke &

Verbeelen, 1985 et 1988 ;Van der Voet & De Wolff, 1985a ; Chappuis et coll., 1988

; Wang et coll., 1991 ; Bradley & Leung, 1994.

. La S.A.A. électrothermique peut d.étecter jusqu'à 1 pg.L-t d'aluminium (soit

4.IO-2 pmol.L-t) : Alderman & Gitelman, 1980 ; Bertholf et coll., 1983 ; Petiot et

coll., 1983 ; Gitelman et coll., 1989 ; Van Ginkel et coll., 1990a ; Taylor & walker,

1992.

b - La spectroscopie d'émission atomique (S.E-A-)

Cette technique est également fréquemment utilisée pour le dosage de

I'aluminium dans les milieux biologiques car elle est tout aussi sensible et rapi<le

que Ia S.A.A. EIle présente une excellente linéarité et une bonne reproductibilité

(Allain & Mauras, 1979). L'investissement dans Ie matériel reste cependant plus

coûteux que pour la S.A.A.
. La S.E.A. à couplage inductif (s.E.A.-I.C.P.) : Allain & Mauras, 1979 ;

Lichte et coll., 1980 ; Knoll et coll., 1986 ; Koch et coll., 1989.
. La S.E.A. Direct Current Plasma (S.E.A.-D.C.P.) : Roberts & Williams,

1988.

Principe

Cette technique est basée sur Ia mesure de Ia lumière émise après excitation des

éléments introduits dans un plasma d'argon (passage d'un état fondamental à

I'état excité). L'aluminium est un atome qui nécessite une excitation à haute

énergie : Ie flux d'argon est donc porté à très haute température (7 000 à

8 000 'C) et permet la dissociation des molécules de l'échantillon et I'excitation

des atomes produits. Ces atomes, en revenant à I'état initial, émettent une

lumière de longueur d'onde spécifique. L'intensité du rayonnement émis est
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de l'élément et analysée Par

Limite de détection
- Pour les échantillons provenÉlnt de matrices organiques chargées (sang, urines),

Ia limite de d.étection est id.entique à celle de la S.A.A.E., soit 1 t g.L-t

d'aluminium (ou 4.tO'2 pmol.L'l).
- Pour les échantillons aqueux, Ia limite de détection peut avoisiner les 0,6 pg.L-l

(soit 2.10-2 pmol.L-l) (Taylor & Walker, 1992).

c - L'analyse par actiuation neutronique (A-A.N.)

Cette méthodologie utilise des éléments marqués et n'est donc pas accessible à

tous les laboratoires de biologie. De plus, Ie matériel est nettement plus coûteux

et la mise en oeuvre plus complexe que les techniques précédemment citées. En

effet, il est nécessaire de procéder à une chromatographie échangeuse d'ions,

pour éLiminer les radiocontaminants (sodium, chlore, phosphore, siJicium) avant

I'irradiation de I'aluminium fixée sur Ia résine (Blotcky et coll., 1976 ; Ward et

coll., 1978). Alfassi & Rietz (1994) ont proposé également une méthode de

d.étermination de I'aluminium par analyse par activation neutronique

instrumentale mais elle reste fort complexe.

Principe

Après bombard.ement neutronique d'un échantillon, I'27A1 est activé et forme par

réaction de l'28A1, qui est ensuite quantifier par comptage radioisotopique.

Limite de détection

EIle est id,entique à la S.A.A.E., soit I pg.L't (ou 4.lQ-z pmsl.L'l).

d - La polarographûe irnpulsionnelle

Cette technique a I'avantage d.'utiliser un matériel abordable à tous les

Iaboratoires mais elle est longue et Ie volume d'échantillon doit être assez

important (environ 5 mL) alors qu'il est généralement limité lorsqu'il s'agit de

fluides biologiques. De plus, certaines substances peuvent réagir

électrochimiquement et former des pics parasites, il faut donc pouvoir les

éIiminer par minéralisation ou par extraction @urnel et coll., 1982a).
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Principe

C'est une technique basée sur une microélectrolyse, elle permet le dosage d,e

substances oxydables ou réductibles : composés organiques ou métaux. Des

impulsions synchronisées sont surimposées à la tension continue de l'électrode de

travail (en généraf, c'est une électrode à goutte de mercure tombante) où le cation

pflallique est réduit.

Limite de détection

On peut déterminer des concentrations aluminiques de I'ordre de 1,3 pg.L-l (soit

5.L0-2 pmol.L-t).

e - Autres techniques éuoquëes dans la littérature

- La résonnance maenétique nucléaire (R.M.N.)

La sensibilité de cette technique n'est pas très satisfaisante, mais elle a été

employée par Koch (1990) et Nagata et coll. (1992).

- La chromatoeraphie liquide haute performance (H.P.L.C.\

Cette technique a étê utilisée dans des études sur la spéciation de

I'aluminium (Bertsch & Anderson, 1989 ; Datta et coll., 1990 ; Lee et coll., 1996)

et peut être couplée à un spectrométre de masse (I.C.P.-M.S.) (Maitani et coll.,

1994; Owen et coll., 1994 et 1995 ; Van Landeghem et coll., 1998a).

- L'éIectrophorèse ionique capillaire

Elle est très peu utilisée. (Grocott et coll., 1992).

3) Méthode d'analvse pour la localisation tissulaire de I'aluminium

a - Colorations histochimiques

La technique de I'aluminon est celle qui a été la plus utilisée Qrwin, 1955 ;

EIIis et coll., 1988 ; Dos Reis et coll., 1997), elle est basée sur une réaction

histochimique entre I'aurine tricarboxylate d'ammonium (ou aluminon) et

I'aluminium qui forme un composé colloïdal rouge. La limite de détection de cette

technique est de 3 pg.L-t (soit 0,12 pmol.L't). D" plus, d'autres éléments donnent

des composés colorés qui obligent d'avoir une phase de séparation avant la phase

d'analyse (Charlot, 1963).
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b - La nticro-sonde ù impact laser LAMMA (Laser Microprobe

Mass Analysis)

C'est une technique semi-quantitative. Dans un premier temps, un laser

provoque I'ionisation des molécules de l'échantillon. Puis, Ies ions sont analysés

par spectrométrie d.e masse. La sensibilité de cette méthode est assez mauvaise

et elle nécessite une lyophilisation préalable des échantillons. Cepend.ant, elle

reste intéressante pour localiser I'aluminium notamment au niveau de tissus sur

des coupes histologiques (Muller et coll., f982 ; Verbueken et coll., 1988 ;

Vandeputte et coll., 1989 ; Schmidt et coll., 1990 ; Reusche et coll., f993 ;

Kasarskis et coll., 1995 ; Iancu et coll., 1996 ; Reusche et coll., 1999).

c - La microscopie analytique

Plusieurs techniques existent, elles associent toujours un microscope

électronique à transmission ou à balayage, avec un système analytique. Elles

permettent ainsi de détecter des éléments chimiques au niveau des coupes

histologiques (Truchet, 1976 ; Galle, 1981 ; Quintana et coll., 1987 ; Bonhomme

et coll., 1989 ; Candy et coll., 1992a; Morroni et coll., 1995 ; Chassard-Bouchaud,

1996 ; Platek et coll., 1997).

- La microanalvse à' rayons X

Principe

L'échantillon est bombardé par des électrons sous l'impact desquels chaque

éIément chimique va émettre des rayons X de longueur d'onde caractéristique.

Un spectomètre d.e microanalyse d'énergie dispersive détermine la nature des

éIéments présents en sélectionnant ces longueurs donde spécifiques.

Limite de détection

La limite de détection de cette technique n'est en général pas suffi.sante pour les

études de biologie car elle avoisine les 100 ppm.

- La nticroanahse ioniaue

Principe
L'échantillon est bombardée par un faisceau dions primaires. Les atomes des

couches atomiques les plus superficielles sont progressivement arrachées et
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I'échantillon est érodé au même rythme. Certains de ces atomes sont émis sous

forme de particules chargées (ions secondaires) et sont accélérés par une

différence de potentiel et focalisés en un faisceau (image globale de tous les ions).

Un spectomètre de masse sépare Ie faisceau unique en plusieurs selon la charge

spécifique des ions (rapport de leur charge à leur masse) et permet ainsi de

séIectionner une variété dion.

Limite de détection

Cette technique a une limite de détection < 0,1 ppm et permet aisément d-es

études de microanalyse intracellulaire.
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LES SOURCES D'EXPOSITION A L'ALUMINIUM

L'aluminium est universellement répandu dans la nature et entre plus ou

moins dans la composition de tous les éléments d'un écosystème. De ce fait, et

aussi à cause de ses nombreuses utilisations industrielles, I'aluminium est

présent dans I'air, Ies aliments et I'eau. L'exposition de I'homme est donc

inévitable et des taux modérés de cet élément pénètrent chaque jour

naturellement dans I'organisme.

30 à 50 mg dans I 'organisme
d'individus sains
(Ganrot, l9E6)

i ATMOSPHERE I ^ / '
Variable r lc 0,1 à 100 Pg/m3

(Sorenson, 197{; Jaudon, l99l)

PLANTES
Moins  de  I  PPm

(Campbell  et col l . '  1957)
à plus de 1000 ppm sur sols acides

(Harris '  l96l)

LITIIOSPIIERE

Moins de 2 pPm
(Campbell  et col l . '  l9

^
I
I

\i
\ l
\t
\t

Trés variable
(Sorenson,197{ )

Moins de I ppm. Sauf les eaur
acides: plus de 20 PPm
(Campbell et coll. '  1957)

Figure 2 :Le cycle de I'aluminium et les concentrations aluminiques rencontrées

à chaque niveau.

IIOMMES

IIYDROSPHERE
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I) PRESENCE DE L'ALUMINIUM DANS L'EI{VIRONNEMENT
NATUREL

l) L'aluminium dans la lithosphère

L'aluminium est le métal le plus répandu sur I'ensemble de l'écorce

terrestre (8,13 %). I est I'élément métallique Ie plus abondant et le troisième

élément d,e la nature après I'oxygène (46,6 %) et le silicium (27,7 %) (Sorenson et

coll., 1974).

L'aluminium présent dans les sols n'est jamais à l'état pflallique et les

proportions dans lesquelles on Ie trouve varie énormément d'un sol à I'autre (de 3

à 60 %). Par exemple, des relevés géochimiques ont montré que les sols de Hawar

contenaient de 179 à 318 ppm d'aluminium aLors que ceux d.u Missouri en

avaient 58 ppm (Sorenson et coll., 1974). D'une manière générale, I'aluminium

semble largement retenu dans les horizons @) des sols bruns acides en se fixant

aux feuillets d'argiles ou au complexe argilo-humique.

L'origine de I'aluminium dans la lithosphère peut être attribuée à une

décomposition mécanique de fragments rocheux et à I'action combinée d'argile et

d.e substances organiques qui mobiJiseraient le cation aluminique. Le dioxyde de

carbone et les acides organiques sont généralement considérés comme d.es agents

ayant un rôle important dans Ia réalisation de ce processus (Hutchinson, 1945).

L'aluminium se trouve à I'état naturel dans les sols sous forme de silicates

d'aluminium ou d'oxyde d'aluminium :
- les aluminosficates sont, soit des minéraux primaires (feldspaths,

feldspathoides, micas, pyroxènes, amphiboles), soit des minéraux d'altérations

(minéraux d'argile...). La forme Ia plus pure des aluminosilicates est Ie kaolin.
- I'oxyde d'aluminium (AlzOs) est, soit anhydre (alumine), soit hydraté. La

forme anhydre pure constitue Ie corindon et la forme impure l'émeri, que I'on

retrouve dans les pierres précieuses (rubis, topaze, saphir, émeraude ...).

Le minerai d'aluminium le plus exploité est la bauxite, c'est un mélange de

plusieurs formes d'oxydes hydratés dont d.es oxydes de fer et de silicium en plus

de ceux de I'aluminium.

L'aluminium combiné est l'éIément majoritaire du sol qui est le moins

soluble. Sa solubilité est influencée par Ia présence d'autres éléments dont
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principalement les ions hydrogène et phosphate. Les connaissances sur la

spéciation de I'aluminium dans les sols sont peu nombreuses. Il est connu que

seuls les sols très acides (de PH

significatives d.'hydroxyde d.'aluminium. L'aluminium soluble est principalement

sous forme d.'ions oxyaluminium, AI2O3H*, un peu sous forme cationique Al'* et

sous forme colloTdale (Hutchinson, 1945).

2' L'aluminium dans I'atmo sphère

L'aluminium est, avec Ie fer, un des principaux métaux retrouvé d.ans les

émissions atmosphériques d'origine naturelle (poussières continentales et

volcaniques) et anthropogénique Q,antzy & Mackenzie, 1978).

La concentration atmosphérique en aluminium est également très variable

selon I'environnement, eIIe dépend de plusieurs facteurs :

- Ia proximité de zones urbaines,
- les conditions météorologiques,
- la quantité et la nature du trafic de véhicules,
- Ia proximité d'ind.ustries polluantes.

La quantité de poussières d'aluminium peut aller de 0. I à 100 pg/m3 d'air,

et elles sont constituées de très fines particules submicroscopiques,

d'afuminosilicates Ie plus souvent (Sorenson et coll., I974; Jaud'on, 1991).

Actuellement, il n'y a pas de législation spécifique bien définie pour les

rejets atmosphériques de I'aluminum, la limite de rejet a été fixée, pour les

fond.eries, à 5 mg.m-3. La circulaire du 13 mai 1987, concernant la valeur Iimite

réglementaire de concentration des agents chimiques dans I'atmosphère des

locaux d.e travail, a fixé pour I'aluminium, pulvérulent et fumées de soudage, des

valeurs maximales d'exposition ry.M.E.) de 5,5 et 2 mg.m-3. P"" ailleurs, les

émissions atmosphériques de certaines substances (dioxyde d'azote et dioxyde de

soufre) sont strictement réglementées car elles peuvent favoriser la solubilisation

d.es métaux après avoir été oxydées en acid.es nitrique et sul-firrique.
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3) L'aluminium dans I'hvdrosphère

Comparées aux valeurs d'aluminium dans l'écorce terrestre, les

concentrations aluminiques rencontrées dans la plupart des eaux de surface sont

négligeables et vont dépendre de I'origine mais surtout d.es conditions physico-

chimiques de ces eaux (Campbell et coll., 1957). Des études ont montré que le

taux d.'aluminium moyen contenu dans les eaux terrestres était de 0,4 pmol'L-l

(Stumm & Morgan, 1981). En général, I'aluminium en solution va rapidement

précipiter avec la matière en suspension ou être absorbé sur les sédiments

(Moran & Moore, 1938). Ainsi, dans des eaux où Ie pH est proche de la neutralité,

I'aluminium dissous est en très faible concentration car la majeure partie de ce

métal est sous forme insoluble, alors que les sédiments peuvent contenir de plus

forts taux d'aluminium.

Par contre, dans les biotopes aquatiques où le pH de I'eau est acide

(pH < 5,0), la concentration aluminique peut varier de 10 à 1 000 pg.L-l @latts et

coll., 1977 ; Birchall & Chappell, 1987). Ces conditions peuvent se rencontrer en

présence de déchets industriels, de drainages miniers ou même suite à des

phénomènes naturels comme les pluies acides ou les régions volcaniques.

Ainsi, les dépôts atmosphériques acides (pluies acides) peuvent altérer le

processus naturel de développement des sols en solubilisant I'aluminium contenu

dans les sols et en facilitant son transport vers les eaux de surface adjacentes,

par d-es phénomènes de lixivage @riscoll, 1985).

L'aluminium peut être transporté sous forme de complexe avec des anions

bicarbonates HCOg-, sulfate SOn2-, fluorure F' ou avec des acides organiques

(Campbell et coll., 1983). Par conséquent, les pluies acides peuvent, dans

certaines régions, pïovoquer une augmentation importante de la teneur des eaux

des lacs et des rivières.

Les variations saisonnières influencent également les teneurs aluminiques

des rivières car durant les saisons chaud.es, le flux d'eau diminue et provoque la

concentration des éléments minéraux (Toth, 1968).

La présence de I'aluminium dans les biotopes aquatiques est importante

car (Stokes et coll., 1985 ; Sullivan et coll., 1989):

- I'aluminium peut influencer Ie pH d.u milieu,
- I'aluminium peut modifier Ie cycle de certains éléments comme le phosphore, le

carbone organique et d'autres éléments trace,
- I'aluminium peut être potentiellement toxique pour certains organismes

aquatiques.
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4) L'aluminium dans les végétaux

L'aluminium est présent dans toutes les plantes, mais c'est souvent en très

faible quantité, souvent inférieure à 1 ppm. Au niveau de la plante, on trouve une

répartition de I'aluminium selon un gradient de concentration décroissant des

racines jusqu'aux feuilles (Ilutchinson, 1945).

Cependant, certaines espèces végétales (cryptogames), installées sur des

sols acides, peuvent contenir des valeurs plus éIevées d'aluminium sans

présenter d'effets toxiques. C'est ainsi que Flaten & Odegard (1988) ont dosé des

teneurs en aluminium allant de 2 à 40 mg.kg-1 dans les feuilles de thé.

Dans les dernières années, la biologie végétale s'est intéressée de plus en

plus aux problèmes environnementaux liés à I'agriculture et a manifesté un

intérêt croissant pour l'étude des phénomènes toxiques liés aux métaux. Depuis

1978, de nombreuses études portent sur les mécanismes de phytotoxicité de

I'aluminium, car I'aluminium est un problème majeur en agronomie qui limite la

productivité des récoltes sur sols acides.

En effet, sur des sols dont Ie pH est proche de la neutralité, I'aluminium

est sous forme insoluble d'aluminosilicate ou d'oxydes d'aLuminium.

Lorsque les sols deviennent plus acides, des formes phytotoxiques de

I'aluminium sont retrouvées dans Ie sol (tableau 1) et on peut alors avoir des taux

d'aluminium jusqu'à 1000 ppm (Ilarris, 1961). L'hypothèse de I'acidification des

sols sous I'effet des pollutions d'origine atmosphérique entraînant une toxicité

aluminique vis à vis des végétaux a été défendue par Ulrich et coll. (1979). II

résulte de cette étude que dans les écosystèmes soumis en permanence à un bain

acide, Ies éléments nutritifs essentiels pour Ia croissance des végétaux (Ca, Mg,

K) sont lixiviés dans Ie sol et il apparaît dans le compartiment liquidien du sol

des ions hydroxy-alumineux.

La toxicité aluminique a pour cible I'apex racinaire et une inhibition de sa

croissance et donc de celle de Ia plante @ennet & Breen, 1989 ; Petterson &

Strid, 1989a ; Lukaszewski & Blevins, 1996). On peut distinguer différents

aspects dans les symptômes de la phytotoxicité de I'aluminium (Kochian, 1995) :

- Ies déréglements d'ordre physiologiques : inhibition de la division

cellulaire méristématique des racines (Wallace & Anderson, 1984) ; inhibition de

la synthèse d'ADN (Johnson & Wood, 1990) ; inhibition des systèmes

enzymatiques tels que Ia calmoduline (Slaski, 1989), nitrate réductase (Klotz &
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Horst, 1988 ; Rufty et coll., 1995) ; induction d'un dépôt de lignine (Sasaki et coll.,

1996).
- les déréglements dans les processus d'absorption des éIéments essentiels :

compétition avec les éIéments minéraux Ca2* et Mgz* (Godbold et coll., 1988 ;

Shortle & Smith, 1988 ; Caldwell, 1989 ; MacDiarmid & Gardner, 1996) ;

inhibition de I'absorption d.es anions : SOa-, POa-, Cl-, NOs- ; précipitation des

phosphates au niveau racinaire entraînant une carence dans les parties

aériennes (Jensen et coll., 1989 ; Pettersson & Strid, 1989b).

Tableau I : Formes chimiques de I'aluminium et importance de leurs effets

phytotoxiques.

Formes aluminiques Toxicité

Aluminium monomérique
àpH<5,0

Aluminiun't. trLono mérique
ùpH=7,4

Aluminium polymérique

Co mplexes aluminiques d.e
faibles p oids rnoléculaires

Al3*,

Al (OH)2* et Al (OH),

A1 (OH)4-

t'61r7*v

tt oa,'

AlOr AIr2 (OH) zq, (lIzO)7*
t2

Complexation avec:
-acides organiques
-phosphates inorganique
-polyphosphate
-sulfate

Espèce la moins toxique
(Alva et coll., 1986)

Espèces les plus toxiques
pour les dicotylédons
(Alva et coll., 1986)

Participe de façon
indirecte à Ia toxicité car
I'ion aluminate participe à
Ia formation de la forme
polymérique

Beaucoup plus toxiques
que Al3* (Shann &
Bertsch, 1993 ; Parker et
coll., 1989)

Facilement absorbé par
les racines (Ownby &
Pophan, 1990 ; Delhaize
& Ryan, 1995)
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Après que la toxicité de I'aluminium ait été largement étudiée et

démontrée pour de nombreuses espèces agricoles, tl. a êté suggéré qu'elle pouvait

participer au dépérissement forestier observé ces dernières années dans les forêts

d'Europe et d'Amérique du Nord (Johnson et coll., 1981 ; Godbold et coll., 1988)

et, pour tenter de remédier aux d.ommages, d.e nombreux programmes d.'études

ont été mis en place dans différents pays.

5) L'aluminium dans les animaux

Dans la littérature, les animaux les plus étudiés sont ceux dont la niche

écologique est le mileu aquatique.

Les modifications au niveau du métabolisme des organismes aquatiques

sont dues non seulement aux teneurs en aluminium mais aussi à I'acidité des

eaux car ces deux facteurs sont souvent liés.

Le pH d.e I'eau est déterminant pour Ia présence d'une population de

poissons dans Ie mileu, et I'acidification trop importante peut entraîner Ie déclin

et même Ia disparition d.'une espèce @illon et coll., 1984 ; Mason & Seip, 1984).

De plus, la toxicité de I'aluminium en milieu acide est directement contrôIée par

Ia forme chimique sous laquelle Ie métal se trouve. Ainsi, Ies formes ioniques et

I'hydroxyde d.'aluminium semblent être les formes les plus toxiques chez les

poissons (Schindler, 1988). Weatherley et coll. (1990) ont également montré que

les alvins de Salmo trutta sont sensibles aux formes ioniques de I'aluminium.

La toxicité de I'aluminium est influencée également par les autres

éIéments chimiques du milieu :
- en présence de siJicium, I'aluminium va former préférentiellement des

composés d.'hydroxy-aluminosilicates qui réduisent Ia biodisponibilité et Ia

toxicité de I'aluminium @irchall et coll., 1989),
- la toxicité de I'aluminium en milieu acide est corrélée avec le rapport

CalAl (il n'y a pas de toxicité si CalAl > 1), ainsi, de faibles teneurs calciques

augmentent la toxicité de I'aluminium (Ilunn et coII., 1987 ; Sayer et coll., 1991).

L'aluminium semble être toxique pour les poissons lorsque la concentration

en aluminium avoisine les 4 à 8 pmol.L-l (Baker & Schofield, 1982).

Chez les poissons matures, les principaux organes cibles de la toxicité

aluminique, sont les branchies. Ce sont les organes les plus endommagés
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morphologiquement et histologiquement mais aussi ceux qui contiennent la plus

forte concentration en aluminium.

Selon Flaten et coll (1996), Ies mécanismes de la toxicité de I'aluminium se

manifesteraient d.e 2 façons :
- I'aluminium se fixerait sur la membrane épithéIiale des branchies ce qui

modifi erait la perméabilité membranaire,
- I'aluminium s'accumulerait rapidement dans les cellules en provoquant

une apoptose accélérée @xley et coll., 1991).

Ainsi I'aluminium provoque un déséquilibre dans I'ionorégulation @ead.er

& Morris, 1988 ; Waring & Brown, 1995) et I'osmorégulation (Chevalier et coll.,

1985 ; Witters et coll., 1990) entraînant alors une toxicité respiratoire clairement

démontrée chez Salmo gairdneri Glayle et coll., 1989). Les propriétés de

diffirsion ainsi modifiée au niveau des branchies aboutissent à I'asphyxie @xley

et coll., 1996).

L'aluminium peut donc modfier un habitat écologique en diminuant Ia

survie de certaines espèces de poissons (Muramoto, 1981 ; Brown, 1983) en

modifiant la reproduction et notamment Ie temps d'éclosion @ave, 1985) ou en

inhibant Ia croissance des poissons comme Salmo salar (I\tlc Kee et coll., 1989).

L'accumulation de I'aluminium et ses effets toxiques ont été observés

également chez d'autres espèces aquatiques que les poissons :
- les crustacés (Chassard-Bouchaud & Galle, 1986),
- les lamproies (Youson et coll., 1989),
- Ies bivalves (Chassard-Bouchaud & Qalls, 1986 ; Malley et coll., 1988 ;

His et coll., 1996),
- les invertébrés @rance & Stockes, 1987 ; Mc Cahon & Pascoe, 1989),
- Ies amphibiens (Calevro et coll., 1998),
- Ies oursins @agano et coll., 1996).
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il) PRESENCE DE L'ALUMINIUM DANS
L'EI{VI R ONNEME NT HUMAIN

1) Présence de I'aluminium dans I'industrie

Le seul minerai d'aluminium est la bauxite dont Ie constituant essentiel

est I'aLumine hydratée et dont les principales impuretés sont la silice, I'oxyde de

fer et I'oxyde de titane. L'a-Lumine peut être à l'état monohydraté (AlzOs, HzO) ou

trihydraté (AlzOs, 3 HzO). De plus, on distingue 2 catégories d.e bauxites selon

leur teneur en fer : Ies bauxites rouges (teneur en oxyde de fer élevée), Ies

bauxites blanches (teneur en oxyde de fer faible mais teneur en silice élevée).

Seules les bauxites rouges sont utilisées en métallurgie pour fabriquer

I'a-Luminium en raison de leur faible quantité de silice (moins de 5%). Les

bauxites blanches servent à Ia fabrication de ciments, d'abrasifs et de produits

réfractaires.

Le plus gros producteur mondial de bauxite est I'Australie.La production

mondiale de bauxite étatt d'environ 37.106 tonnes en 1993 et 92% de cette

production est utilisée pour I'élaboration de I'aluminium @hilibert et coll., 1998).

La métallurgie de I'aluminium est très différente des métallurgies des

autres oxydes. Du fait de sa grande afÊnité pour I'oxygène, I'aluminium doit être

obtenu sous une forme directement utilisable et donc avoir été préalablement

purifié. Les trois phases de Ia métallurgie de I'aluminium sont :

L - La transformation de la bauxite en alumine AlzOs aussi pure

(procédé Bayer),

2 - L'électrolyse de cette alumine mise en solution dans un bain

fondue (AlFe, 3 NaF), on obtient I'aluminium d.e première fusion,

3 - L'af6nage de I'aluminium.

Ces procédés permettent d.'obtenir I'aluminium à 99,9% pur.

La production annuelle d'aluminium est largement supérieure à celle des

autres métaux, exceptée celle du fer. La production mondiale d'aluminium avait

atteint plus de 19,3.106 tonnes en 1990 0ilorld Metal Statistics).

L'aluminium est utilisé dans de nombreuses industries, pur ou sous forme

d'alJiage. Cependant, une des grandes utilisations de ce métal, qui connaît une

augmentation constante depuis 1960, est celle des emballages et des containers.

que possible

de cryolithe



45

2) Présence de I'aluminium dans I'alimentation

L'aluminium contenu dans I'a-limentation comprend non seulement

I'aluminium présent naturellement dans les aliments ou les boissons, mais aussi

I'aluminium qui provient des additifs ajoutés pour conditionner la nourriture et

I'aluminium qui provient du contact de la nourriture avec les récipients et les

ustensiles de cuisine.

Mais I'apport dû à I'alimentation est faible comparé à celui dû aux produits

pharmaceutiques (Lione, 1983).

a - L'alurninium dans l'eau de boisson

Nous avons vu précédemment que l'aluminium est présent naturellement

dans les eaux de surface. Les concentrations en aluminium trouvées dans les

eaux souterraines sont faibles et négligeables par rapport à celles des eaux de

surface (Sorenson et coll., I974).

Dans I'eau destinée à Ia consommation humaine, l'aluminium a plusieurs

origines (I\{ontiel & Welte, 1984 ; Srinivasan et coll., 1999) :
. I'aluminium est présent dans les eaux brutes de façon naturelle. Ce sont

des microparticules d'argiles insolubles (aluminosilicates) en suspension, que l'on

peut éIiminer aisément en réduisant Ia turbidité de l'eau,
. certains traitements complémentaires, comme les systémes de

traitement anti-corrosion ou anti-tartre, sont basés sur I'utilisation d'électrode

soluble en aluminium,
. I'aluminium peut être ajouté à l'eau brute sous forme de sulfate

d'aluminium (ou alun, Alz(SO+)a) ou d'aluminate de sodium. C'est en effet un des

réactifs utilisé pour le traitement de clarification des eaux de surface afin

d'éIiminer les matières colloïdales quand l'eau est colorée ou trouble. La teneur

en aluminium des eaux de distribution dépend donc de l'origine de l'eau brute et

des traitements qu'elle a subi (Simpson et coll., 1988).

L'utilisation d'alun augmente Ia concentration en aluminium de façon

significative selon Abreo et coll. (1990b). La concentration en aluminium

augmenterait de 10 + I pg.L'l d,ans les eaux brutes, à 49 + 9pg.L-t dans les eaux

traitées (Driscoll & Letterman, 1938). Cependant, le problème de "fuite"

d'aluminium lors de la clarification par les sels d'aluminium n'est devenu

préoccupant que depuis I'utilisation de composés préneutralisés (WAC, SAB, SL

15, PCBA). En effet, ces composés ne provoquent pas de diminution de pH : I'eau

reste à un pH > 7,5; dans ces conditions, la solubilité de I'aluminate est élevée et
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iI peut également se former des complexes solubles avec les fluorures, les

sulfates... (Seux, 1984).

La majeure partie de I'aluminium servant de coagulant est éIiminée par

déposition ou filtration sous forme de sels insolubles. Bien que le traitement de

I'eau vise à diminuer autant que possible la teneur en aluminium, il en reste

toujours un peu. Miller et coll. (1984) ont estimé que dans 40 à 50% des cas

d'utilisation d'alun comme agent coagulant, une augmentation de la

concentration en aluminium d.ans I'eau traitée était observée. Leur étude,

réalisée sur I'eau distribuée aux USA, a rêvêIé des teneurs très variables

comprises entre 14 et 2670 Fg.Ll't. Lorsque les valeurs en aluminium dépassent

300 pg.L-r dans I'eau fiaitêe, c'est un indice de défaut dans les processus de

coagulation, de sédimentation ou d.e filtration. En Europe, une étude portant sur

12 pays a montré que Ia teneur en aluminium des eaux de distribution était, en

général, inférieure à 200 pg.L-l. Seules quelques eaux traitées par des sels

d'aluminium avaient des valeurs beaucoup plus élevées (Sollars et coll., 1989). La

qualité d.e I'eau est très contrôlée dans la plupart des pays. En Europe, il existe

des normes pour les valeurs en aluminium des eaux de consommation. La

Directive Européenne du 15 juillet 1980 classe I'aluminium dans les éléments en

relation avec la composition physico-chimique naturelle de I'eau et non parmi les

substances toxiques ; et elle fixe une concentration maximale admissible (C.M.A.)

de 200 F.g.L-l, c'est également celle préconisée par I'Organisation Mondiale de la

Santé @irective de Quatité pour I'eau de boisson, 1986). Une valeur guid,e, c'est-

à-dire un objectif de qualité à atteindre et à respecter, a été fixée à 50 pg.L-r. En

France, la C.M.A. de 200 pg.L-t a êté également retenue par Ie décret du 3 janvier

1989.

En dehors des eaux de distribution publique, une étude a été menée sur 37

eaux minérales en bouteille de différents pays (Allen et coll., 1989). Il en ressort

que Ia plupart des eaux ne contiennent pas de teneurs détectables en aluminium

(. 5 pg.L-t; et seulement 5 eaux testées ont une valeur plus éIevée. Parmi

Iesquelles, I'eau de Vichy St Yorre Royale @rance) qui contient une quantité

élevée en aluminium (300 pg.L-l), les quatre autres eaux ont en moyenne une

valeur de 30 pg.L-l.

En ce qui concerne les autres boissons, les concentrations en aluminium

sont faibles sauf pour quelques exceptions. Le vin blanc, pil son acidité, peut

contenir des valeurs supérieures à 4mg.L'r,les boissons de type cola et Ia bière

peuvent avoir des teneurs d.'environ 800 pg.L't d'aluminium @uggan et coll.,

1992). Lopez et coll. (1998) ont étudié les teneurs en aluminium des boissons
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consommées en Espagne : 95 à 1683 pg.L-r poul le vin, 36 à 795 F.g.L-l pour Ia

bière et 16 à 740 pg.L-l pour d'autres boissons (cidre, rhum, whisky, anisette,

Iiqueur, gin).

Mais d'une manière générale, I'aluminium contenu dans les boissons et

dans I'eau d.e consommation ne représente qu'une valeur très faible par rapport à

la quantité apportée par les aliments. Sollars et coll. (1989) ont estimé que

I'aluminium contenu dans I'eau représentait moins de 5o/o de I'apport quotidien

d'un ad.ulte. Une étude récente @riest et coll., 1998) a déterminé que I'aluminium

contenu dans I'eau de boissons ne contribuait que pour L% de I'apport

alimentaire journalier en aluminium. De plus, pour que I'aluminium soit absorbé,

il doit être sous forme labile et biodisponible ; ceci dépend essentiellement de la

présence des constituants alimentaires dans I'estomac. Ainsi la présence

d'aluminium d,ans I'eau ne sera pas forcément suivie d'une forte absorption au

niveau intestinal (Glynn et coll., 1999). De même, la présence d'aluminium dans

I'eau d.e boisson est en trop faible quantité pour causer un risque de développer la

maladie d'Alzheimer (Martyn et coll., 1997). Par contre, I'aluminium contenu

dans I'eau peut présenter un risque neuropathologique pour d.es individus âgés

(Mc Lachlan et coll., 1996).

b - L'aluminium dans les alim'ents

D'une manière générale, les aLiments contiennent assez peu d'aluminium

(Greger, 1985b). Cependant, on observe une assez grande variabilité

essentiellement basée sur les régions géographiques. En effet, Ia teneur en

aluminium des a-Iiments dépend de la teneur en aluminium d.u sol surtout pour

les produits végétaux, mais elle dépend. aussi des additifs utilisés. Beaucoup

d'aliments contiennent moins de 10 pg.Sr d.'aluminium. Les aliments d.'origine

végétale contiennent naturellement de 10 à 140 ttg.g'l d'aluminium, c'est Ie reflet

d,e I'aluminium du sol et de I'eau ainsi que la capacité de la plante à absorber et

retenir le métal. Les aliments d'origine animale renferment des concentrations

beaucoup plus faibles, elles varient selon Ia teneur en aluminium de la

nourriture, d.u fourrage, d.e I'eau et d.e la capacité des tissus à concentrer

I'aluminium (Schwanschula et coll., 1988 ; Wang et coll., 1991).

Les teneurs en aluminium de quelques aliments sont résumés dans le

tableau 2.



Tableau 2 : Concentrations moyennes en aluminium de

(daprès Greger, 1985b ; Fairweather-Tait et coll., 1987 ; Pennington,

1987 ; Flaten & Odegard, 1988 ; Koch et coll., 1989 ; Matsushima et coll.,
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quelques aliments

1987 ; Sullivan et coll.,

1997).

Aliments Teneur en aluminium (pgAl.gr aliment)

Produits animaux
. viandes cuites
o saumon
. æufs
. lait
. fromage

Fruits
. pommes, poires, pêches,
oranges, bananes
o jus d'orange

Lésumes
o choux, oignons, pommes de terre,
tomates
. asperges
. épinards cuits
o petits pois, haricots cuits
. algues

Herbes et épices
. thym
. laurier, sauge, graine de céIeri
. origan
. basilic
. marjolaine
. poivre (gris et noir)
. sel

Thé et café
. feuilles de thé
. thé infusé
. grains de café
. café infusé

Céréales
o pain blanc
o pain complet
o riz cuit
o pâtes cuites

.  0,03

. 4,00

. 0,01 - I ,40

.  0 ,01 -  2 ,00
o 0,20 - 20,00

. 0,02 - 0,40

. 0,40

o

a

a

o

a

a

a

a

o

0,01 - 0,20
4,40
25,20
3,40
4,20 - 1080,00

1000,00
404,00 - 465,00
600,00 - 645,00
3080,00
970,00
40,00 - 143,00
0,05

2,00 - 1170,00
2,20 - 6,00
11,00 -  21,00
0,20 - 0,35

3,00
5,40
L,70
0,40

a

o

o

a

a

a

o

a

a

a

a
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Nous voyons que les aliments non transformés renferment peu

d.'aluminium sauf pour le thé et les plantes aromatiques'
plusieurs études ont montré des teneurs élevées en aluminium dans le thé

infusé. Cependant, on aura au maximum 2,2%o de I'aluminium qui passera dans

I'infusion @ajwanshi, Lg77). Ainsi, Ies concentrations en aluminium dans les

feuilles de thé sont largement plus élevées, de 434 à 23 000 pg Al-g-1 de feuilles

sèches selon I'origine du thé (Koch et coll., 1989). Mais la quantité d'aluminium

complexé avec des molécules organiques reste toujours la même, quelque soit

I'origine du thé @laten & Lund, 1997). Bien que I'absoration de thé soit suivie

d.,une augmentation d.e I'excrétion urinaire d.e I'aluminium (Wu et coll., 1997), des

travaux expérimentaux chez Ie rat ont montré que I'aluminium contenu dans le

thé est très peu absorbé au niveau intestinal (Fairweather-Tait et coll., 1991 ;

Powell et coll., 1993).

Pour Ie café, les observations faites vont dans le même sens, les valeurs an

aluminium étant largement supérieures dans les grains de café bruts (de 11 à 2l

pg.g-l) que d.ans Ie café (de 0,20 à 0,35 pg-g-t) (Koch et coll., 1989)'

Une autre source alimentaire contenant de fortes concentrations en

aluminium sont les plantes aromatiques, mais leur utilisation en faibles

quantités ne représente aucun risque.

Une étude a également montré que les chewing-gum peuvent contenir

jusqu'à 4 mg d'aluminium par dragée, et que 2 à 2l % ùe I'aluminium est

mobilisé lorsque le chewing-gum est mâché (Lione, 1982)'

Plusieurs études ont été réalisées afin de déterminer I'apport quotidien

d.'aluminium d.ans I'alimentation. Dès 1966, fipton et coll. étudient les teneurs en

aluminium chez un homme et une femme pendant 30 jours. Ils en conclurent un

apport ptus faibl e chezla femme (18 mg.jour-r) que chez lhomme (22 mg'jourr)'

Mais les résultats de ce type d.'étude sont très variables étant donné que Ie

mode d'a-Iimentation est très variable d,'un pays à I'autre mais aussi d'un individu

à I'autre. Greger (1985) estime I'apport journalier d'aluminium dans

I'alimentation entre 20 et 30 mg mais certains individus peuvent absorber plus

de 100 mg.jour-r d'aluminium. Alfrey (19Sa) estime à 4 mg, I'apport journalier en

aluminium et Jaulmes & Hamelle (1971) de 10 à 12 mg.jourr d'aluminium'

II semblerait que les valeurs moyennes journalières soient plus réduites en

Europe (5 à 20 mg d'aluminium) qu'en Amérique du Nord (2 à 30 mg) ou qu'en

Asie (4 à 20 mg). Ceci serait dû aux additifs et aux modes alimentaires.
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Des études plus récentes annoncent des chiffres plus faibles quant à

I'apport quotidien en aluminium chez I'homme. Biego et coII. (1998) annonce une

valeur moyenne de I'apport en aluminium de 4,2 mg.jour-l pour la France. Une

étude réalisée par Ia F.D.A. aux Etats-Unis concluait à un apport en aluminium

selon l'âge de 0,7 mg.jout'l pour les enfants en bas âge, de 11,5 mg.jour-l pour les

adolescents, de 7 mg.jour-l pour une femme adulte et de 8 à 9 mg.jour-l pour un

homme adulte. Ces valeurs apparaissent trop faibles pour provoquer une

accumulation du métal dans les tissus @ennington, 1995).

c - Cas particulier de I'aluminium. dans les laits infantiles.

Chez les prématurés et jeunes enfants, la barrière intestinale est encore

immature (Jakobsson et coll., 1985). L'aluminium présent dans le lait va donc

être absorbé relativement facilement et induire des effets toxiques chez les

enfants (Ilawkins et coll., 1994) ou entraîner la mort chez de très jeunes enfants

urémiques @reundlich et coll., 1985 ; Koo et coll., 1986). Le dosage de

l'al.uminium dans le lait maternel humain est faible : 23,4 + 9,6 pg.L'l et il y a

peu d,e di-fférence entre le colostrum et Ie lait. Le }ait de vache entier contient

également peu d'aluminium : 70 pg.L-r @ernandez-Lorenzo et coll., 1999). Par

contre, Ies étude sur les teneurs en aLuminium des laits infantiles maternisés

(1er et 2ème âge) montrent que les taux en aluminium sont relativement élevés :

de 35 à 2080 pS al.L-t (Ilewitt et coll., 1987), le lait de vache maternisé contient

moins de 400 trg.L-t d'aluminium (Koo et coll., 1938). Des valeurs ellant jusqu'à

2346 pg.L-r ont été dosées dans des laits les plus modifiés avec de nombreuses

étapes de fabrication et des additifs, tels que les laits de soja, Ies laits pour

enfants prématurés et les laits adaptés à des désordres métaboliques spécifiques

Q{oo et coll., 1988). C'est Ie lait de soja qui contient le plus fort taux d'aluminium

(et le plus fort taux d.e minéraux) en comparaison avec les autres laits (Biego et

coll., 1998). Une étude sur les taits infantiles utilisés en Turquie annoncent des

valeurs comprises entre !,2 et 10,9 pg.g'r de poudre (Sahin et coII., 1995a).

Selon Weintraub et coll. (1986), certains laits infantiles reconstitués

contiennent jusqu'à 150 fois plus d'aluminium que le lait maternel. Ces mêmes

auteurs ont estimé qu'un enfant consommant 1 litre de lait, absorbe en moyenne,

0,03à5mgd'aluminium.

Des travaux similaires sur I'apport en aluminium selon le type de Iait

ingéré ont été effectués (Koo et coll., 1988; Dabeka & Mc Kenzie, 1990 ;

Richmond et coll., 1993 ; Biego et coll., 1998b) :
- Iait de vache : 0,03 - 0,80 mg.L-l
- Iait maternel : 0,00 -0.04 mg.L-t
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- Iait infantile : 1,00 mg.L-t
- lait de soja : 219,0 mg.L-l.

Devant les teneurs élevées en aluminium de certains laits, Fisher et coll-

(1g8g) recommandent un suivi médical des enfants consommant ces laits,

notamment Ie lait de soja. Cependant, des enfants nés à terme sans pathologie

particulière et nourris au lait de soja, ne présentent pas une aluminémie

significativement plus élevée que des enfants nourris au lait maternel (Litov et

coll., 1g8g). Le cas particulier des enfants à bas âge sous dialyse péritonéale a êté

abordé par Salusky et coll. (1990). Ces auteurs proposent un lait de substitut

(Similac PM 60/40) adapté à ces enfants pour lesquels les taux plasmatiques et

osseux en aluminium sont faibles pendant la d.urée de l'étude.

Une expérience réalisée chez la rate, démontre que la concentration en

aluminium contenue dans Ie lait augmente rapidement à Ia suite d.'injections

intrapéritonéales d'aluminium. Alors que les petits n'ont aucune différence

d'accumulation tissulaire en aluminium par rapport au groupe témoin, ils ont un

retard d.e croissance (Muller et coll., 1992)-

d - L'aluminium. dans les emballages et ustensiles de cuisine

Plusieurs auteurs ont suggéré que les ustensiles de cuisine en aluminium

étaient une source d'apport d'aluminium dans les aliments (Lione et coll., 1984 ;

Inoue et coll., 1988 ; Nagy et Jobst, 1994). Il est maintenant admis que le contact

avec certains métaux peut provoquer une mobilisation de ces métaux et en

augmenter Ia teneur dans I'aliment. Ainsi, le plomb et Ie cadmium ont ils été

retirés de I'ind.ustrie alimentaire. En ce qui concerne I'aluminium, sa fraction

dans les aliments ou les boissons dûe à I'emballage ou à la préparation avec des

ustensiLes en aluminium reste faible par rapport à la teneur déjà présente. ElIe a

été estimée à moins de 5% (Lee, 1989) et à 2 mg d'aluminium.jousr pour ur

ad.ulte américain (Greger, 1985).

Plusieurs facteurs influencent le passage d.e I'aluminium vers les aliments:

le pH, la durée de cuisson, Ie mode de cuisson, I'utilisation de nouvelles

casseroles (Greger et coll., 1985 ;Liukkonen-Lilja & Piepponen, 1992).

Ce sont les aliments acid.es cuisinés dans d.es casseroles en aluminium qui

mobilisent Ie plus facilement I'aluminium @airweather-Tait et coll., 1987). Le

tableau 3 montre quelques teneurs en aluminium d'afiments avant et après avoir

été cuisinés avec des ustensibles en aluminium.



52

La concentration en aluminium augmente rapid.ement lorsque le temps de

cuisson etlou de stockage sont longs (Fimreite et coll., 1997). La présence de

certains composés tels que I'acide citrique ou le fluor favorise le passage de

I'aluminium vers I'aliment (Martin, 1986b ; Tennakone & Wickramanayake,

1g8Z). Les résultats obtenus par Tennakone & Wickramanayake en 1987,

démontraient une augmentation de 1000 fois la concentration en aluminium

lorsque 1 ppm de fluor était ajouté à I'eau de cuisson. Ces étud.es, surprenantes

par leurs résultats, ont été reprises par Savory et coII. en 1987 mais Ies

conclusions observées ne sont pas identiques. Une élévation du taux d'aluminium

a étê observée mais reste minimale par rapport aux chiffres avancés par

Tennakone & Wickramanayake. Ceci peut être dû à une erreur d.'analyse, à

I'utilisation d'une forme chimique de fluor différente ou d,e casserole différente-

Une autre forme de contamination des aliments par I'aluminium concerne

les boissons stockées dans des boîtes en aluminium. Là encore, la quantité

d.'aluminium dépend de Ia boisson stockée (Abercrombie & Fowler, 1997 ; Nagy &

Jobst, 1994). Par exemple, les boissons à base de cola ou de fruits aura des

valeurs en aluminium significativement plus éIevées dans un conditionnement

avec d.es boîtes en aluminium qu'avec des bouteilles en verre. Par contre, la bière,

le thé glacé n'auront pas de grandes di-fférences de concentrations selon

I'emballage @uggan et coII., 1992 ; Aikoh & Nishio, 1996). L'aluminium migte

également depuis les percolateurs vers Ie café et d'autant plus que I'appareillage

est neuf (Lione et coll., 1984 ; Liukkonen-Lilja & Piepponen, 1992).

En 1g55, la "IJS Food and Drug Administration" publiait une enquête

reconnaissant I'inocuité de I'aluminium dans I'industrie alimentaire (F.D.4.,

lgbb). Depuis, la toxicité de I'aluminium dû aux alliagss en aluminium utilisés

d.ans I'ind,ustrie alimentaire, n'a toujours pas été clairement mise en évidence.

C'est pourquoi I'aluminium est encore gtandement répandu dans nos cuisines.

Cependant, d.es études commencent à mettre en cause cet apport d.'aluminium

dans Ie déclenchement de pathologies osseuses (Kandiah & Kies, 1994) et dans

I'accumulation tissulaire de I'aluminium chez des patients urémiques chroniques

(Lin et coll., 1997).
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Tableau 3 : Effet de la cuisson dans des batteries de cuisine en

aluminium sur la teneur en aluminium des aliments.

Aliment Concentration en aluminium (pS.S't) Référence

avant cursson apres cu$son

sauce tomate

rhubarbe

petits pois

choux-fleurs

pomme

boeuf

0 ,10
0 ,17

0 ,16
0,8

1 ,9
0 ,1

0 ,19

0 ,13

3,8

57 ,1
2r,5

42
r5-23

1,9
0,3

0,72

7, t

3 ,8

Greger, 1988
Fairweather-Tait
coll., 1987

Fairweather-Tait et
coll., 1987
Fimreite et coll.. 1997

Greger, 1988
Fairweather-Tait et
coll., 1987

Greger, 1988

Greger, 1988

Greger, 1988

et

e - L'alurnûnium dans les additifs alûmentaires

L'industrie alimentaire utilise plusieurs sels d,'aluminium comme additifs

pour I'émulsion, la stabilisation, I'acidification, Ia neutralisation ou la

clarification des afiments ou des boissons.

En 1982, aux Etats-Unis, environ 2000 tonnes d'aluminium avaient été

utilisées sous forme d'additifs alimentaires. Les sels les plus rencontrés sont les

sels de sulfate d'ammonium et d'aluminium, de sulfate de potassium et

d aluminium (alun), de sulfate de sodium et d'aluminium et de phosphate de

sodium et d.'aluminium. C'est ce dernier qui est le plus couramment utilisé sous

sa forme basique ou acide. n a éÉ estimé aux Etats-Unis que la dose
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d'aluminium ingérée par les additifs représenterait 20 mg.jour-ret que 75oÂ sont

du phosphate d'aluminium sodique @ennington, 1987).

Les aliments qui contiennent des quantités élevées d'additifs à base

d.'aluminium sont Ia levure chimique (69,5 pg Al.g't), Ie fromage fondu (15

pg Al.g-1), la pâte à pain (1262,5 pg Al.g-t) @airweather-Tait et coll., 1987) et le

chocolat (11,5 pS Al.g-t) (Sullivan et coll., 1987).

On trouve ces additifs alimentaires sous I'appellation :
. EbZg, 52!,522,523 (blanc d'oeuf des préparations culinaires, fruits et légumes

confits, cristallisés et glacés). Ce sont des sels de sulfate d'aluminium. Les

concentrations autorisées sont de 3 à 20 mg/100 g d'aliments,
' E541 (génoiserie). Ce sont des sels de phosphate,
. 8554,555, 556 et 559 (denrées séchées en poudre, sel, fromages industriels,

complémet11s alimentaires). Ce sont des sels de silicates.

3) L'aluminium dans les traitements thérapeutiques

a - Traitement de I'insuffisance rénale : la dialyse

La fonction épuratrice des reins peut être partiellement ou totalement

réduite chez certains patients entraînant une augmentation de I'urée et de la

créatinine dans Ie sang. Lorsque lïnsuffisance rénale est chronique, uil

traitement à long terme par dialyse rénale s'impose : hémodialyse, dialyse

péritonéale ou rein artificiel.

En ce qui concerne l'hémodialyse, le traitement nécessite des solutions

salines concentrées (ou dialysats) que I'on dilue avec de l'eau. Sachant que par

semaine, les dialysés sont soumis à 3 séances de dialyse, cela représente au total

360 litres d,e solution diluée directement au contact du sang des patients. Et on

comprend aisément que la moindre présence d aluminium peut représenter à

long terme, un facteur de risque dexposition important (Savory et coll., 1984 ;

Blanusa et coll., 1997). Di Paolo et coll. (1997) ont montré que l'aluminium

s'accumulait chez les dialysés préférentiellement dans la bile, le sang, l'urine et

les poumons. C'est pourquoi Ia Commission Nationale de la Pharmacopée

Française a fixé une valeur maximale de 30 ppb daluminium dans l'eau

d'hémodialyse @errin & Certain, 1984) et un projet de Directive Européenne

tend à fixer la valeur admissible à 10 ppb.
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Ainsi, l'eau utilisée pour la dilution nécessite d'être purifiée avant

utilisation par un échangeur d'ions et une osmose inverse (Davison et coll., 1982).

Par ces techniques, les valeurs en aluminium sont généralement ramenées à

moins de 5 ppb.

Le contrôle d.es concentrations en aluminium d.es solutions de dialyse a

permis de diminuer le taux d'aluminium accumulé dans les os des dialysés et de

faire disparaître les maladies osseuses dues à l'aluminium chez des patients de

1984 à 1995, le taux sérique n'ayant pas été modifié à cause de I'apport oral

d'aluminium (I\{azzaferro et coll., 1997).

b - Traitement de I'hyperphosphatémie : les gels d'alumine

Chez les hémodialysés, des troubles métaboliques apparaissent et un

traitement pour réguler le métabolisme phosphocalcique est nécessaire. En effet,

la rétention d,u phosphore est à I'origine de l'apparition de lhyperparathyroïùie et

de I'ostéod.ystrophie @ricker et coll., 1969 ; Rutherford et coll., L977).

Une des propriétés chimiques de I'aluminium est de former des complexes

insolubles avec les phosphates, c'est pourquoi des gels à base d'aluminium sont

utilisés pour diminuer I'absorption intestinale du phosphore chez les dialysés

(Spencer & Lender, 1979) et l'éIiminer dans les fécés. La phosphatémie et la

phosphaturie sont ainsi diminuées @iamant & Gambertoglio, 1976). Ce sont en

général les composés d'hydroxyde d'aluminium qui sont utilisés car ils sont

difficilement absorbés par Ia barrière intestinale et on obtient les complexations

suivantes au niveau gastro-intestinal :

I - l'acide chlorhydrique gastrique donne avec I'aluminium du chlorure

d'aluminium:
Al (OH)s + 3 HCI -+ AICIg + 3 HzO

Z - Ie chlorure d'aluminium réagit avec les phosphates pour donner d'es

phosphates d'alumine éliminés dans les matières fécales :

NazHPO+ + NaHzPO4 + 2 Alcls-- ZAIPO+ + 3 NaCl + 3 HCI

Bien que la fraction d'aluminium absorbée par Ie tractus gastro-intestinal

soit faible, I'administration orale des gels d'alumine est une des sources dapport

principales chez I'homme @erlyne et coll., 1970 ; Boukari et coll., 1978 ; Brahm,

1986 ; Larson et coll., 1986 ; Mc Carthy et coll., 1986 ; Burgess , 1991 ; Burgess et

coll., 1992). Sedman et coll. (1984a et b) montrent que des enfants avec une

insuffisance rénale et traités avec des gels d'aluminium ont un taux plasmatique

en aluminium dépassant 100 pg.L'r et présentent des signes de toxicité
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aluminique. Ces composés doivent être utilisés avec certaines précautions chez

les enfants en insuffi.sance rénale (Salusky et coll-, 1984)'

Zumkley et coll. (1979) montrent que des patients insuffi.sants rénaux

absorbant de lhydroxyd.e d'aluminium par voie orale ont une aluminérie 3,5 fois

plus éIevée que des individ.us témoins.

Ces produits n'étant pas dépourvus de toxicité, tl a été envisagé d'utiJiser

dautres molécules ayant les mêmes propriétés. Les composés étudiés sont les

sels d.e calcium (Morinière et coll., 1982 ; Cushner et coll., 1986 et 1988, Salusky

et coll., 1gg1), un polymère naturel d'acide hétéropolyuronique (Schneider et coll.,

1984 et 1985), I'oxychlorure de zirconium (Graff & Burnel, 1995a et 1995b), les

sels de magnésium ou les sels de sodium. Mais il existe cependant peu d'études

d.ans ce domaine et donc peu de produits de substitution proposés pour diminuer

I'utilisation des composés aluminiques.

c - Traitement des douleurs gastriques : les anti-acides

Les sels d.'aluminium sont utilisés pour leurs propriétés anti-acides

puissantes dans le but de soulager les douleurs d'estomac lors des traitements

dulcères gastriques, de gastrites ou en automédication (Hurwitz et coll., 1976 ;

Gorsky et coII., 19?9 ; Hollander et coll., 1986 ; Di Joseph et coll., 1990)- Les

posologies sont en général de 840 à 5 000 mg/jour (Lione, 1985) ce qui représente

un apport très important. Les médicaments anti-acides comportent le plus

souvent des composés d'aluminium simples (hydroxyde, phosphate) ou complexes

(hydrotalcite, magaldrate), utilisés seuls ou en association avec dautres

composés anti-acides comme I'hydroxyde et Ie carbonate de magnésium ou le

carbonate de calcium (Vatier et coll., 1990).

On peut distinguer 2 familles d'anti-acides selon Ie composé d''aluminium

utilisé pour la préparation :
- Ies anti-acides à base dhydroxyde daluminium @etuma, Finidol,

Gaviscon, Gelox, Maalox ...). Le composé aluminique est potentiellement

solubilisable et il peut donc être absorbé par l'organisme.
- les anti-acides à base de phosphate ou de silicate d aluminium, ils sont

plus difficilement absorb ables @hosphalugel, Gastrop ax, Mucipulgrte...).

Les propriétés de neutralisation de I'acidité ou de précipitation des

phosphates ne sont pas corrélées avec la biodisponibilité ou la solubilité des sels

d'aluminium (Yokel, 1989b).
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L'ingestion de composés aluminiques en thérapeutique des affections

gastriques ne provoque pas deffets toxiques chez le sujet sans insuffi.sance rénale

Meredith & BIum, 1989). Un cas exceptionnel d'intoxication a cependant été

observé chez un patient ayant ingéré quotidiennement en automédication et à

Iong terme, plus dun flacon de 340 g d'hydroxyde d aluminium et de magnésium

(Cooke et coll., 1978).

La prise orale d'anti-acides est suivie de l'éIimination de I'aluminium, par

voie fécale, et par voie urinaire et on observe toujours une augmentation de Ia

concentration aluminique dans l'urine (Kaehny et coll., 1977a; Recker et coll.,

1977 ; Gorsky et coll., Ig79 ; Krizek et coll., 1997). Pour cette raison, une

attention particulière devrait être accordée à l'état de la fonction rénale d'es

patients absorbant par voie orale des médicaments à base d'aluminium (Meredith

& BIum, 1989 ; Jobst & Nagy, 1995 ; Lin & Leu, 1996), car le taux sanguin en

aluminium peut augmenter de façon significative @leming et coll. 1982 ; Schûtze

et coll., 1995).

d - Présence d'aluminium dans les traitements par nutrition

parentérale

L'aluminium est souvent présent d.ans les solutions parentérales

administrées aux patients :
. I'hydrolysat de caséine aétê retiré du marchê cat de très fortes teneurs

en aluminium avaient été observées : 2313 pg.L'l (Klein et coll., 1982),
. les solutions d'albumine peuvent contenir jusqu'à 1200 pg.L-l

d'aluminium (Milliner et coll., 1985 ; Gammelgaard & Sandberg, 1989), elles sont

utilisées en plasmaphérèse et le taux d'aluminium plasmatique augmente

rapidement lors des transfusions,
. le gluconate de calcium contient de 270 pg.L-t (Koo et coll., 1986) à 5000

pg.L'l (Sedman et coll., 1985),
. le phosphate de potassium contient jusqu'à 2700 F,g.L-l d.'aluminium et le

phosphate de sodium jusqu'à 2025 pg.L't (Koo et coll., 1986).

Les taux d'aluminium varient énormément dun soluté à l'autre et I'apport

moyen a été estimé par Messing et coll. (1986) à 5 pmol.joust (soit 135 pg.jour-t).

Chez l'ad.ulte, l'aluminium finit par s'accumuler dans les tissus lorsque les

solutés sont administrés sur une période relativement longue et I'intoxication

aluminique est un risque iatrogène. Chez les enfants, nourris par voie

parentérale et en particulier les nouveaux nés, on observe une accumulation
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etrapide de l'aluminium dans les os, une augmentation de I'aluminémre

I'aluminurie (Weberg & Berstad, 1986 ; Bishop et coll., 1989b).

Ainsi, il serait nécessaire d éliminer Ia contamination en aluminium des

préparations parentérales (58,4 à L232,0 pg.l-l) afin déviter tout risque

d'intoxication @aydar et coll., 1997).

e - Présence d'aluminiurn dans les adjuuants de uaccins

Les composés aluminiques ont été utilisés comme adjuvant dès 1926 car un

vaccin anti-diphtérique contenant un précipité d alun s'est révélé avoir de plus

grandes propriétés antigéniques que les vaccins standards (Glenny et coll., Lg26 ;

Gupta et coll., 1996). La préparation des vaccins contenant de l'aluminium, en

tant qu'adjuvant, est réalisée de deux façons (Gupta et coII., 1995) :
. un adjuvant préformé commercialement, en général un gel d'hydroxyde

d'aluminium ou de phosphate d'aluminium, est mélangé à I'antigène qui va être

absorbé. Cette méthode est Ia plus utilisée,
. la précipitation in situ des composés aluminiques en présence de

l'antigène : Ie milieu de culture utilisé pour Ia croissance des bacilles (tétanique

et diphtérique) contient des ions phosphates, bicarbonates avec des aluns (de

potassium et de sodium). Cette méthode n'est plus utiJisée de nos jours.

Les vaccins contenant des ad.juvants à base d'aluminium sont ceux contre

la diphtérie et le tétanos @hanuphak et coll., 1989 ; Shirodkar et coll., 1990),

mais aussi les vaccins contre la coqueluche, Ia poliomyéIite et l'hépatite A et B.

Les composés d'aluminium stimulent la synthèse d.es immunoglobines de classe E

et peuvent déclencher des réactions d'hypersensibilité allergique (Nagel et coll.,

1977 ; Vassilev, 1978 ; Poulsen & Weeke, 1985). Un problème qui peut être

soulevé est Ia présence d'aluminium dans les injections itératives de substances

allergènes pour Ies traitements de désensibilisation. Chez certains patients, les

injections contenant d.e I'aluminium provoquent I'apparition de nodules sous-

cutanés persistants (Garcia-Patos et coll., 1995). Heureusement, et contrairement

aux vaccins, l'aluminium est souvent remplacé par du phosphate de calcium ou

dautres adjuvants (Boye et coll., 1990).
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Des expériences chez la souris, ont montré les effets dinjection de

composés d'aluminium :
. I'injection i.m. provoque l'apparition de granulomes inflammatoires

persistant d.ans le temps (Goto & Akama, 1982),
. I'injection i.p. des vaccins entraîne une élévation transitoire dela teneur

en aluminium cérébrale (Redhead et coll., 1992).

Cependant, des études comparant le pouvoir daugmenter la réaction

immune de différents adjuvants, l'hydroxyde daluminium ou le phosphate de

calcium, montrent que I'hydroxyde daluminium est souvent plus effi,cace

(Aggerbeck & Heron, 1995 ; Aggerbeck et coll., 1995 ; Kato et coll., 1994) et les

proflls pharmacocinétiques indiquent que Ie phosphate daluminium passe trois

fois plus vite dans le sang que l'hydroxyde d'aluminium(Flarend et coll., 1997).

Par contre. une étud.e récente a montré chez le lapin, que l'adjuvant à base

dhydroxyde d'aluminium était aussi performant que I'adjuvant à base d'huile et

que I'on obtenait un titre équivalent en anticorps sériques @eddy & Srinivasan,

19e7).

f - Autres utilisations pharmacologiques de l'aluminium

Les sels daluminium exercent des propriétés pharmacologiques

potentiellement utiles en thérapeutique gastroentérologique. En effet, ils sont

protecteurs de la muqueuse gastrique soit par leur capacité d'absorption des sels

biliaires provenant de reflux duodéno-gastriques (V'atier, 1988), soit parce qu'ils

ind,uisent une réduction du potentiel érosif des pepsines vis à vis des

glycoprotéines du mucus (V'atier et coll., 1987), soit enfin parce qu'ils seraient

mucoprotecteur (IIollander & Tarmawski, 1989). Sur Ie plan de la motricité, ils

réduisent la vitesse de vidange gastrique (IIurwitz et coll., 1976).

Les sels d'aluminium peuvent être utilisés comme astringents,

antiseptiques, analgésiques et antidiarrhéiques (Lione, 1983 ; Khavkin et coll.,

1996). Le phosphate d'aluminium a êté utilisé dans le traitement dulcère

duodénal @oynard et coll., 1990). Lione (1985) estime qrr. i'"lo*inium consommé

comme analgésique représente 126 à 728 mg d'aluminium par jour. Les sels

solubles d'aluminium (acétates, acétolactates, acétotartrates...) sont utilisés

plutôt pour leur caractère astringent et légèrement antiseptique. Le salicylate

d'aluminium a des propriétés anti-diarrhéiques.
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On utilise le chlorure daluminium anhydre en solution dans l'éthanol pour

traiter les folliculites chroniques (Shelley & Thurley, 1980).

Le chlorure d'aluminium ou l'hydroxyde d'aluminium est utilisé dans les

d.éod.orants antiperspirants. Le salicylate d,'aluminium a également un pouvoir

antisudoral.

Certains biomatériaux utilisés en otoneurochirurgie pour la reconstitution

osseuse contiennent de I'aluminium (Takeshita et coll., 1993). Dans certains cas,

une augmentation tissulaire des teneurs en aluminium a nécessité l'extraction

d.es biomatériaux chez les patients (Guillard et coll., 1997). Hantson et coll.

(lggb) d.écrivent également le cas de deux patients décédés d'encéphalopathie à la

suite d'implantation de biomatériaux contenant de I'aluminium.

L'aluminium réduirait les caries dentaires en évitant la fluorose des dents

par son effet synergique sur le fluor (Kleber & Putt, 1984), en inhibant I'action de

certains enzymes de Ia plaque dentaire et en interagissant avec l'émail dentaire

(Christoffersen & Christoffersen, 1985).

Des solutions à base d'aluminium (AlCta et AIKSOa) à la concentration de

87 pmol.L-l d'aluminium réduisent de 40% des lésions buccales chez le rat

(I{leber & Putt, 1995).

g - Présence d'aluminium dans les matëriaux de

condi.tionnement

Les conditionnements les plus uti-lisés sont des matières plastiques :
. polyoléfines pour les solutions destinées à lhémodialyse. Des

catalyseurs à base daluminium sont utilisés pour Ia polymérisation, c'est

pourquoi on dose dans les polyoléfines d.es teneurs daluminium non négligeables

denviron 360 ppm.
. polychlorure de vinyle pour les solutions destinées à la dialyse

péritonéale. On détecte moins de 10 ppm dans ces emballages.

La migration d.e I'aluminium du récipient vers la solution qu'il contient est

négligeable, Iorsque le récipient contient peu d'aluminium et que la solution est

diluée. Cependant, dans le cas où il y a cumul des 3 paramètres favorables à la

migration de l'aluminium du contenant au contenu (pH acide, solution concentrée

et récipient en polyoléfines), on peut avoir jusqu'à 275 ppb d'aluminium. Mais, la

solution sera diluée avant utilisation ce qui ramène la contamination à moins de
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10 ppb @errin & certain, 1984). Le temps de séjour du produit dans son

emballage augmente également Ie risque de migration de I'aluminium vers le

contenu si I'emballage est composé de fortes teneurs en aluminium- Les tubes

plastiques servant à Ia circulation du dialysat peuvent également être une source

d.e contamination chez les hémodialysés (Milacic et coll., 1997).

Un autre conditionnement contaminant est le verre, formé d'alumine AlzOs

et de silice. Ce type d,e conditionnement est réservé aux solutions injectables et

aux solutions buvables. Les bouchons sont parfois chargés en kaolin (silicate

d'al.uminium). De plus, Ie traitement de stérilisation va intervenir car Ie temps et

la température choisis peuvent dégrader les emballages et Ia solution et

mobiliser ainsi I'aluminium.

Le phosphure d'aluminium (AlP) est utilisé comme raticide en fumigation

des céréales, il agit en libérant de I'hydrogène phosphoré (Ilackenbetg, 1972) et

atteint principalement Ie coeur, Ies poumons, les reins et le tractus gastro-

intestinal (Gupta & Ahlawat, 1995 ; Lall et coll., 1997). L'aluminium est un

indicateur d.e I'exposition au phosphure d'aluminium. En effet, à la suite de Ia

mort accidentelle d'une agricultrice, une étude a montré que le taux plasmatique

en aluminium (713 pg Al.L'l) et Ia concentration en aluminium d.ans les

macrophages alvéolaires (supérieure à 200 pg Al.L-t) reflétaient une exposition

au phosphure d.'aluminium chez cette personne (Garry et coll., 1993). L'ingestion

d.e phosphure d'aluminium est également hautement toxique et I'absorption

d'une dose de 1,5 g chez I'homme est fatale (singh et coll., 1996).

4)
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VOIES DE PENETRATION DE LALUMINIUM DANS L'ORGANISME

C'est une voie de pénétration très peu étudiée et on n'en connaît pas son

importance.

L'aluminium présent dans les cosmétiques et les déodorants se retrouvent

en contact avec la peau. L'aluminium semble traverser la couche cornée

superficielle mais son absorption serait arrêtée au niveau de I'épiderme- Ainsi, la

voie cutanée ne serait pas la voie majeure de pénétration dans I'organisme et

sera peut-être négligeable : la peau formant une barrière efEcace (Alfrey, 1983 ;

Skalsky & Carchman, 1983).

2) Pénétration de I'aluminium par voie rrulmonaire

L'absorption de I'aluminium par voie pulmonaire est inévitable du fait de

Ia présence d.e particules atmosphériques contenant ce métal. Elle a étê

Iargement démontrée dnez les personnes travaillant dans llndustrie de

I'aluminium, qui sont directement exposées à de fortes concentrations

d.'aluminium dans I'air ambiant. Des pathologies dues à I'inhalation des

particules d.'aluminium ont également été observées dans ces milieux

professionnels.

La quantité d.'aluminium inhalée peut être très importante. Lorsqu'une

faibte quantité d'aluminium est respirée, I'éIimination se fait de façon classique

par les voies urinaire ou fécale. Mais lorsque I'exposition est plus forte et

prolongée, il y a accumulation d,u métal au niveau pulmonaire. Une exposition de

plusieurs années à des atmosphères contenant 10 à 100 mg.m-3 d'aluminium

aboutit à des taux aluminiques pulmonaires environ 20 fois supérieures aux taux

normaux (Mc Laughlin et coll., 1962). Les particules d.'aluminium inhalées sont

captées par les macrophages alvéolaires (Tartrai et coll., 1983), puis I'aluminium

est dissout dans les lysosomes au sein des macrophages. L'aluminium est ensuite

véhiculé dans I'organisme en empreintant les voies sanguines et lymphatiques

1)
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@erry et coll., 1978). Ainsi, une partie de I'aluminium va être rapidement excrété

par Ia voie urinaire alors que le reste de I'aluminium sera éIiminé très lentement,

entraînant une accumulation du métal dans I'organisme (Unryary et coll., 1983 ;

Sjôgren et coll., 1985 ; Ljunggren et coll., 1991). De même, I'aluminium contenu

d,ans Ie tractus respiratoire persiste, même après arrêt de I'exposition (Voisin et

coII., 1996). Toute concentration d'aluminium supérieure à 0,6 mg.kg-l de tissu

pulmonaire frais est considérée comme étant pathologique (I\{c Laughlin et coll.,

1962).

La pénétration de I'aluminium dans I'organisme par voie pulmonaire a été

cl airem ent dém ontr ée chez certains in dividus.

Des ouvriers, travaillant dans I'industrie et Ia production primaire de

I'aluminium, exposés à I'aluminium, ont des concentrations élevées en aluminium

d.ans Ie sang flilaldron Edward et coll., l97I; Rôllin et coll., 1991 ;San et coll.,

1998) et d.ans I'urine (Sjôgren et coll., 1983 et 1988 ; Gitelman et coll., 1995 ;

Pierre et coll., 1995 ; Rôltin et coll., 1996). Une étude a mis en évidence une

corrélation positive entre la concentration d'oxyde d'aluminium dans I'air et la

quantité d'aluminium dans Ie sérum et dans I'urine d'une part, et entre

I'aluminium sérique et urinaire, d'autre part (Szczekocki & Chmielewski, 1978).

Par contre dans les mines de bauxite, les ouvriers ne présentent pas de taux

sangUins en aluminium supérieurs à la normale (De Kom et coll., 1997).

L'exposition pulmonaire en aluminium est également suivie d'une

augmentation du rapport aluminium/créatinine, reflétant une éIimination

incomplète, et ce rapport est corrélé positivement avec Ia quantité d'aluminium

contenue dans I'air (Gitelman et coll., 1995). De même, San et coll. (1988)

observent que le temps d'exposition et le taux sérique d'aluminium chez les

ouvriers de I'industrie de I'aluminium, sont corrélés négativement avec les

résultats des tests spirométriçlues, montrant une diminution de la fonction

respiratoire (Abramson et coll., 1989).

Diverses pathologies pulmonaires ont été observées chez les ouvriers de

I'industrie de I'aluminium :
- asthmes et pneumopathies allergiques (Kongerud & Samuelsen, 1991 ;

Kongerud & Soyseth, 1991 ; Soyseth et coll., L992; Desjardins et coll., 1994),

- irritation directe et inflammation pulmonaire, tel que bronchite ou

alvéolite (Eklund et coll., 1989 ; Schwarz et coll., 1998). Ces observations ont été

confirmées expérimentalement chez le rat exposé à I'oxyde d'aluminium (White et

coll., 1987),
- insuffi.sance respiratoire chronique, obstruction bronchique chronique,

fibrose pulmonaire (Jederlenic et coll., 1990 ; Schwarz et coll., 1994)'

- cancers bronchiques et alvéolaires @ufresne et coll., 1996).



64

L'effet de I'aluminium sur les voies respiratoires dépend de la durée

d'exposition, de la dose d'exposition @ietd, 1984) et de l'état chimique de

I'aluminium (Mussi et coll., 1984) ; I'aluminium pénètre plus facilement dans les

poumons lorsqu'il est contenu dans des fumées que lorsqu'il est à l'état

particulaire.

L'aluminium présente cependant des propriétés fi.brotiques bien

inférieures à celles d'autres substances comme I'amiante, le charbon ou la silice

(Abramson et coll., 1989).

Mais avant de découvrir les effets fibrotiques de I'aluminium, certains auteurs

avaient suggéré des effets bénéfiques de I'aluminium dans le traitement de la

silicose. Des étud.es ont montré que I'inhalation de lactate d'aluminium réduisait

Ies effets pathologiques de la silicose en diminuant la rétention des cristaux de

quartz au niveau pulmonaire chez le mouton @ubois et coll., 1988) et chez le rat

@rown et coll., 1989).

Dufresne et coll. (1994) confirme que I'inhalation de lactate d'aluminium

réduit Ia rétention pulmonaire de cristaux d.e quartz mais uniquement dans les

premiers mois de traitement. Par contre, une étude plus récente montre qu'un

traitement d.'un an par un aérosol de lactate d'aluminium ne modifie pas d.es

effets pathologiques de Ia sficose @egrn et coll., 1995).

L'aluminium est un métal souvent impliqué dans des désordres

neurologiques. Ainsi, Ihypothèse a été avancée que I'aluminium inhalé, sous

forme d'aLuminosilicate, pouvait atteindre les lobes offactifs et provoquer Ia mort

de cellules cérébrales. Le dosage d'aluminium et de silicium au niveau de plaques

séniles a donné des résultats positifs et leurs concentrations sont en corrélation

avec l'âge des individus @oberts, 1986). Zatta et coll. (1993) ont également

détecté I'accumulation d.'aluminium dans différentes parties d.u cerveau chez le

rat suite à I'inhalation d'acétylacétonate d.'aluminium, un complexe neutre, stable

hydrolytiquement et lip ophile.

Les études sur les effets neurotoxiques de I'aluminium en milieu

professionnel sont contreversées. Les ouvriers exposés aux fumées de soudure de

I'al.uminium semblent avoir des symptomes précurseurs de désordres

neurologiques (Sjôgren & Elinder, 1992; Sjôgren et coll., 1996). Alors que Sim et

coll. (1997) n'observent que peu de différences entre les personnes exposées

Ionguement à I'aluminium et celles travaillalt depuis peu de temps dans les

fonderies. Ainsi, il ne faut pas conclure hâtivement que I'inhalation de particules

d'aluminium peut avoir des effets neurotoxiques.
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L'aluminium est connu pour être un contaminant des solutions utilisées

pour la nutrition totale parentérale (Klein et coll., 1982a) et on lui a associé des

pathologies osseuses et des d.ésordres métaboliques (Klein et coII., 1982b ; Ott et

coll., 1983 ; Klein, 1995). Cette voie de pénétration de I'aluminium concerne les

patients transfusés (plasmaphérèse), perfusés ou recevant une nutrition

parentérale. Mais, ce sont les sujets atteints d'une insuffi.sance rénale chronique

traités par dialyse (hémodialyse ou dialyse péritonéale ambulatoire) qui sont les

plus exposés à cette voie directe de pénétration de I'aluminium. La voie

parentérale est une voie de pénétration dans I'organisme, sans barrière pour

Iimiter I'entrée d.'aluminium. Des expériences chez le rat ont montré que Ia

pénétration d'aluminium par voie parentérale est suivie d'une augmentation

importante de la concentration du métal dans le sang et dans ùfférents organes :

foie, rate, coeur, muscles striés, cerveau et os @erlyne et coll., L972 ; Yokel,

1e83).

a - Perfusion et PlasmaPhérèse

Les solutions injectées par voie intraveineuse lors de transfusions ou de

perfusions contiennent parfois de fortes concentrations en aluminium- Ces

solutions peuvent provoquer l'élévation du taux plasmatique en aluminium des

patients et entraîner une accumulation tissulaire, en particulier, Iorsqu'il existe

une défi.cience rénale (Milliner et coII., 1985). Des expériences chez le lapin ont

montré que I'injection intraveineuse de lactate d'aluminium ou de citrate

d.'aluminium est suivie d'une augmentation de la teneur hépatique en aluminium

(Yokel et coll., 1991a).

b - Nutrition parentërale

' Chez I'adulte

Comme nous I'avons vu précédemment, Ies teneurs en aluminium

contenues dans les solutés utilisés pour Ia nutrition parentérale varient

énormément et I'apport moyen serait estimé à 5 pmol.jour-t (soit 135 pgjour-t)

(Messing et coll., 1986). Lorsque la nutrition parentérale a lieu sur une Iongue

période, I'aluminium finit par s'accumuler dans les tissus. Ainsi, des injections

intraveineuses quotidiennes de 1 mg Al.kg't, chez le chien, provoquent

I'accumulation d'aluminium dans le foie, le rein, la rate et I'os Qlenry et coll.,

1984).
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' Chezl'enfant

Les effets de I'accumulation de I'aluminium ont également été observés

chez les enfants en bas âge. Chez les prématurés, la fonction rénale n'est pas

totalement développée (Andreoli et coll., 1984), ils sont donc sensibles aux

quantités d.'aluminium qui pourraient pénétrer dans leur organisme @ougle et

coll., 1997) et I'utilisation prolongée des solutions contaminées par l'aluminium

peut entraîner des désordres dans le développement neurologique @ishop et coll.,

1997). Des enfants prématurés nourris par voie parentérale pendant 3 semaines

ont des concentrations plasmatiques osseuses et urinaires en aluminium

supérieures à celles d'enfants nés à terme et nourris par voie orale (Sedman et

coll., 1984a). Stockhauser et cotl. (1990) démontrent que I'augmentation de Ia

concentration sanguine en aluminium est inversement proportionnelle à l'âge de

I'enfant sous nutrition parentérale. Cependant, Ies prématurés ne seraient pas

plus exposés à I'accumulation aluminique que les enfants nés à terme lorsque

ceux-ci sont nourris par voie parentérale : Moreno et coll. (1994) ont montré que

I'aluminium s'accumule de façon identique dans les tissus des prématurés et des

enfants nés à terme. Une étud.e sur I'aluminémie des nouveaux-nés a abouti aux

mêmes conclusions. Koo et coll. (19SG) montrent que I'aluminémie augmente

rapidement, de 6 pg.L't à 318 pg.L-r, après 43 jours de nutrition parentérale ainsi

que le rapport aluminium/créatinine indiquant des difficultés d'excrétion.

Bishop et coll. (1989b) ont décrit le cas d.'un enfant, nourri d.ès sa naissance

par voie parentérale, qui décéda après 93 jours. Les analyses quantifièrent d,es

concentrations cérébrales en aluminium 20 fois supérieures à la normale et

localisées dans la matière grise. Les nouveaux-nés accumulent jusqu'à 80% de

I'aluminium qui pénètre dans I'organisme.

c - La dialyse

C'est en 1976, qu'Alfrey et coll. évoquent le rôIe probable de I'aluminium,

contenu dans les liquides de dialyse, comme la cause de I'encéphalopathie des

dialysés. L'apparition d'encéphalopathies chez les dialysés, suivies du décès des

patients, ont confirmé que Ia forte teneur en aluminium dans I'eau de dialyse

pouvait être à I'origine de cette pathologie (Flendrig et coll., 1976a et b ; Platts et

coll., 1977). Des études ont montré que les concentrations aluminiques du sang

sont supérieures chez les patients dialysés que chez les sujets sains (Gini et coll.,

1980 ; Hung et coll., 1997). Une aluminémie élevée persistante est annonciatrice

d'un désordre neurologique, et des taux aluminiques de 100 pg.L'l dans le sérum,

aboutissent à une encéphalopathie du dialysé (Rovelli et coll., 1988). Une étude

propose la surveillance de I'aluminium sérique chez les hémodialysés à long
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terme car une corréIation a été établie entre I'aluminémie, I'augmentation de la

quantité d.'aluminium dans Ie tissu osseux et la mortalité des patients ; lorsque la

concentration sérique est de I,52 à 2,22 pmol.L-l d'aluminium ou plus (soit un

traitement de 41 à 60 FS Al.L't; doit être prescrit afin de diminuer le taux

d'aluminium (Chazan et coll., 1988 et 1991).

L'aluminium passe dans le sang du dialysé car il existe un gradient de

concentration en aluminium entre le sang et le liquide de dialysé contaminé

(Kaehny et coll., lg77b). Le transfert de I'aluminium dépendra donc également de

I'aluminium sérique du dialysé (Rottembourg et coll., 1934). L'aluminémie chez

un sujet sain est inférieure à 20 pg Al.L'r, environ 20% de I'aluminium est

dialysable soit 4 FS Al.L-t de sérum. Ainsi, lorsque la concentration en aluminium

du dialysat est inférieure à 4 pg Al.L-l, le transfert vers le sang, est

théoriquement nul lors des dialyses @etiot et coll., 1983 ; De Wol-ff, 1985). Mion

(1g8b) proposait un taux en aluminium dans les liquides de dialyse inférieur à

10 pg.L-l. Ainsi, selon I'eau utilisée pour la préparation des dialysats et Ia

contamination en aluminium, Ia teneur sanguine en aluminium des dialysés sera

plus ou moins élevée : les concentrations en aluminium du dialysat et du sang

sont positivement corrélées (Cartier et coll., 1978 ; Kovalchik et coll., 1978 ;

Winney et coll., 1984 ; Fernand.ez-Martin et coll., 1998). Mais I'aluminémie n'est

pas toujours Ie reflet de I'intoxication à I'aluminium, car le métal peut être

Iocalisé dans les tissus (Gilli et coll., 1984 ; Van Land.eghem et coll., 1998a).

Cepend.ant, I'aluminémie ne dépend pas uniquement de Ia concentration

du ùialysat en aluminium (Smith et coll., 1980 ; Piccoli et coll., 1989).

A Ia suite d'observations sur 82 patients sous dialyse péritonéale

ambulatoire, Montenegro et coll. (1993) concluent que différents paramètres

favorisent une hyperaluminémie : I'absorption de gels d'aluminium (hydroxyde

d'aluminium), une mauvaise fonction rénale résid.uelle et Ia pratique de dialyse

sur de longues périodes. Il semblerait également que la dialyse péritonéale, du

fait de I'acidité des dialysats (pH < 5,5), favorise la pénétration d.'aluminium dans

I'organisme comparée à I'hémodialyse. De plus, les solutions en hémodialyse sont

plus diluées qu'en dialyse péritonéale (Milliner et coll., 1987).

Chez les enfants, il n'existe pas de difiérences d'aluminémie lors

d'hémodialyse ou de dialyse péritonéale ambulatoire. Par contre, I'aluminémie

est plus élevée chez Ies plus jeunes et les plus petits enfants mais elle est dûe aux

plus fortes d.oses de composés aluminiques administrées par voie orale (Milliner

et coll., 1987).



68

4)

L'absorption intestinale de l'aluminium peut être définie comme étant

I'apparition d.e l'aluminium dans Ie sang après exposition intraluminale au

métal.

L'importance d.e la voie digestive semble variable d.'un ind.ividu à l'autre et

son évaluation est délicate pour une double raison : dune part, les radioisotopes

de I'aluminium sont difficilement utilisables chez lhomme et I'animal ; dautre

part, Ia précision de la méthode du bilan des entrées et sorties digestives n'est

pas suffi.samment précise. C'est pourquoi les étud.es concernant I'absorption

intestinale de I'aluminium ont recours à des méthodes d'évaluation indirectes,

telles que l'hyperaluminémie provoquée après surcharge orale aigiie, Ia rétention

d.'aluminium d.ans différents organes après surcharge orale, I'apparition et la

disparition de signes cliniques.

a - Observations cliniques

Contrairement à ce qui a été longtemps admis, l'aluminium est absorbé

par voie digestive chez le sujet sain et à fortiori chez I'urémique chronique.

L'absorption intestinale de I'aluminium a été évoquée par Recker et coll. (1977) :

il a montré qu'une ingestion massive de carbonate daluminium provoque une

augmentation d,e Ia concentration plasmatique et de l'excrétion urinaire du métal

chez le sujet sain. Et les travaux de Kaehny et coll. (I977a) ont confirmé que le

tractus digestif n'était pas une barrière imperméable à l'aluminium.

Des études similaires, réalisées sur des patients urémiques non dialysés,

ont montré également une augmentation du taux plasmatique en aluminium

(Mauras et coll., 1982 ; Brahm, 1986 ; Allain et coll., 1990). L'absorption de

I'aluminium dépend. de facteurs tels que la dose ingérée, Ia durée d.e I'exposition

et l'état physiologique de l'individu. Ainsi, pour une dose identique daluminium

ingérée, I'augmentation d'aluminémie sera supérieure chez un patient dialysé et

Ies symptômes d.e I'intoxication apparaîtront plus rapidement (Knoll et coll.,

1984). Ainsi, un hémodialysé traité contre l'hyperphosphatémie par de

I'hydrocarbonate dalumine a ingéré en 43 mois, l'équivalent de 3,tZ kg

d aluminium. Après avoir montré les premiers signes dencéphalopathie, son

aluminémie avait atteint 300 pg AI.L'I. L'arrêt d.u traitement a fait disparaître

les troubles et I'aluminémie est descendue à L45 ttgAl.L-l (Buge et coll., 1978).

De même, un hémodialysé a développé une encéphalopathie après

ingestion de sucralfate daluminium et son aluminémie avait atteint 400 pg AI.L'I

en 30 jours de traitement par I'antiacide (Campistol et coll., 1989).
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b - Quantités d'aluminium ingérées et absorbëes

La quantité d'aluminium ingérée est très variable. EIIe a été estimée entre

10 et 100 mg par jour (Campbell et coll, 1957) dont 16% provenant des aliments,

80% d'additifs alimentaires et 4% de la contamination par les ustensiles de

cuisine et les emballages (Lee, 1989).

Selon les auteurs et les méthodes d études utilisées, les résultats

concernant la fraction d'aluminium qui traverse la barrière intestinale sont

djfférents. Greger (1937) a estimé que l'aluminium qui traverse la barrière

intestinale représente moins de 1% de l'aluminium ingéré. Par la méthode de

bilan des entrées et sorties, les auteurs montrent que Iorsque les individus

ingèrent d.es d.oses pharmaceutiques d aluminium (de 1 à 3 g d aluminium par

jour), Ia quantité d'aluminium dans les fécès est inférieure à celle ingérée

(Clarkson et coll., 1972; Cam et coll., 1976 ; Gorsky et coll., 1979). Les variations

importantes de I'absorption intestinale daluminium selon les individus pour une

d.ose ora-Le id,entique mettent en cause la fiabilité de cette méthode d'évaluation.

De plus, en absence de supplémentation aluminique, le bilan net ne peut pas être

évalué (Gorsky et coll., 1979). Afin doutre-passer ce problème méthodologique,

Ganrot (1986) a suggéré d'utiliser I'excrétion urinaire comme équivalence de

I'absorption intestinale de I'aluminium. En se basant sur des sujets absorbant

une dose quotidienne de 2200 mg d'aluminium sous forme d'antiacides et sachant

que leur aluminérie augmente de 16 pg à 300 pg.L-l (Kaehny et coll', L977a),

alors Ia quantité d'aLuminium absorbée serait d'environ 0,0l%o (Ganrot, 1986).

Avec le même raisonnement, l'al.uminium contenu dans les aliments représentant

5 mg d'aluminium par jour le pourcentage d'aluminium absorbé représenterait

0,78Yo (Greger & Baier, 1983a).

Il faut signaler cependant que Ia totalité de I'aluminium absorbée ne peut

pas être équivalente à celle excrétée dans les urines, Iorsque I'exposition est

continue, car l'aluminium s'accumule alors dans les tissus.

La quantité d aluminium absorbée dépend également de plusieurs

facteurs, certains favorisant I'absorption du métal et d'autres l'inhibant. Ces

différents paramètres intervenant au niveau de l'absorption intestinale de

I'aluminium sont présentés dans les lignes qui suivent.
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c - Facteurs potentiels fauorûsant l'absorption intestinale de

l'aluminium

L'absorption intestinale de I'aluminium dépend de Ia prédisposition de

I'individu, de Ia dose et de la biodisponibilité d.e I'aluminium (Yokel & Mc

Namara, 1988).

' L'immaturité de la banière intestinale

Les jeunes enfants urémiques sont traités par dialyse péritonéale

ambulatoire continue. Leur phosphatémie est difficilement contrôlé, c'est

pourquoi ils absorbent de fortes quantités de gels d'aluminium (Santos et coll-,

1986). Des travaux ont montré que I'aluminémie est corrélée positivement avec la

quantité d'aluminium ingérée et négativement avec I'âge et Ie poids corporel des

enfants (Salusky et coll., 1984 ; Milliner et coll., 1987 ; Salusky et coll., 1991).

Des expériences chez le rat, montre que l'aluminium ingéré par voie orale se

Iocalise plutôt au niveau des tissus osseux et cérébraux chez les animaux en

croissance, alors que chez des rats âgés la plus forte concentration est détectée

dans les reins, le foie et la rate (Gomez et coll., 1997b). Par contre, les jeunes rats

éIiminent plus rapidement l'aluminium fixé dans les tissus (Greger &

Radzanowski, 1995).

Chez les jeunes enfants urémiques, non dialysés, I'ingestion seule de

composés aluminiques suffi.t à provoquer une intoxication grave : quelques cas

ont été relevés dans Ia littérature :
- décès d'un enfant de 6 ans d'encéphalopathie après ingestion dhydroxyde

d'aluminium. Des concentrations de 47 pg Al.g-t de poids sec ont été mesurées

dans la matière grise cérébrale Otrathan & Pedersen, 1980),

- encéphalopathie détectée chez un jeune enfant de 11 mois, traité par du

carbonate d'aluminium et ayant une aluminémie de 319 F.g.L'r @andall, 1983)'

- ostéomalacie d.éclarée chez 3 enfants à qui I'on avait prescrit des doses de

100 mg.AI kg-r.jour-r d.epuis I'âge d'un mois (Andreoli et coll., 1984).

Les enfants ont un risque d'intoxication éIevé et les symptômes

neurologiques peuvent survenir d.ans les premiers mois qui suivent le début du

traitement contre I'hyperphosphatémie (Andreoli et coll., 1984). L'absorption de

I'aluminium plus élevée chez I'enfant que I'adulte est due à I'immaturité de la

barrière gastro-intestinale qui est plus perméable au métal (fsou et coll., 1991).

Chez un jeune enfant, I'absorption pourrait être de 10 à 100 fois supérieure à

celle de I'adulte (Bishop et coll., 1989a).
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Les enfants prématurés, bien qu'ayant une fonction rénale normale, sont

également exposés à I'aluminium et I'augmentation du taux plasmatique en

aluminium est associé à un retard de développement @ougle et coll., 1998).

. Biodisponibitité et spéciation intraluminale de l'aluminium

La digestion est une suite de phénomènes mécaniques et chimiques qui ont

lieu le long du tube digestif. L'aluminium ingéré va donc subir des

transformations liées à ces mécanismes : la forme de I'aluminium qui sera

absorbée n'est pas en général, la forme qui sera ingérée. Plusieurs paramètres

interviennent sur la biodisponibilité de I'aluminium au niveau de I'intestin : le

pH, la quantité, la présence d'autres substances dans la lumière (Partridge et

coll., 1989 ; Van der Voet, 1992 ; Greger, 1993).

à Solubilité de I'aluminium et pH intraluminal

La spéciation de I'aluminium et donc sa solubilité dépendent du pH (Van

der Voet & De Wolff, 1986). Au niveau de I'estomac, Ie pH est très acide (pH = 2 +

1), ainsi les sels aluminiques sont sous une forme soluble. Selon Patridge et coll-

(1989), on aurait :

- pour Ie chlorure d'aluminium : AlCle + 6 HzO -+ Al (IIzO)03* + 3 Cl-

- pour lhydroxyd.e d'aluminium : A](OH)' + 3 HeO+ -+ Al (HzO)03*

Au niveau du fragment proximal de I'intestin, I'arrivée des sécrétions

biliaires et pancréatiques neutralise I'acidité du chyme et Ie pH va être aux

environ de 7-7,5. Sous I'augmentation du pH, I'aluminium qui était soluble va

précipiter sous forme de carbonate, dhydroxyde ou de phosphate d'aluminium.

L'aluminium n'est plus biodisponible sous ces formes et il ne traversera pas Ia

barrière intestinale. Ainsi, I'absorption se fera essentiellement en milieu acide, Ie

duodenum est donc un site d'absorption privilégié. En étudiant I'absorption

intestinale par la technique d'intestin perfusé, Van der Voet & De Wolff (1984)

observent que I'aluminémie augmente lorsque le pH du perfusat est acide. Une

diminution d.es sécrétions acides stomacales par la ranitidine diminue la

biodisponibilité des sels d'aluminium ingérés @odger et coll., 1991).

à Solubilité de I'aluminium et présence de chélateurs

Certains facteurs alimentaires présents dans la lumière intestinale

peuvent se lier à I'aluminium et former ainsi un complexe stable, soluble et plus

facilement absorbé par la muqueuse intestinale @ayde & Berthon, 1990b)-
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Les acides organiques sont des facteurs qui influencent I'absorption de

I'aluminium, et le citrate a été particulièrement étudiée (Jouhanneau et coll.,

lgg7). Plusieurs observations, basées sur les concentrations sériques et urinaires

en aluminium, ont montré que I'absorption de I'aluminium est augmentée chez

des patients traités simultanément avec des produits pharmaceutiques contenant

d.u citrate (comme la solution de Shohl) et des composés aluminiques @akir et

coll., 1g86 et 1989 ; Nordal et coll., 1988b ; Kirschbaum & Schoolwerth, 1989a et

b). C'est pourquoi I'utilisation de préparations pharmaceutiques contenant du

citrate est totalement contre-indiquée chez les patients urémiques absorbant des

composés aluminiques (Nestel et coll., 1994). On observe également une

aluminémie supérieure lorsque I'hydroxyde d'aluminium est ingérée avec du jus

de citron (source d'acide citrique) que lorsqu'il est ingéré avec de I'eau (Slanina et

coII., 1g86). Des résultats identiques ont été obtenus après I'ingestion de tablettes

d.'anti-acide avec du jus d'orange chez des sujets sains : les taux sériques sont 50

fois plus élevées qu'en prise avec de I'eau (Weberg & Berstadt, 1986).

Le citrate semble également favoriser la rétention de I'aluminium dans

I'organisme lors d'expositions chroniques (Deng et coll., 1993). Cependant, chez

I'individu avec un fonctionnement rénal normal, il ne provoque pas de rétention

tissulaire notable lors de traitement à long terme (Sakhaee et coll., 1996).

Slanina et coll. (1984 et 1985) observent des plus fortes concentrations

aluminiques dans le cerveau, le sang et les os chez des rats gavés

quotidiennement par du citrate d'aluminium que par de I'hydroxyde

d'aluminium. la teneur osseuse en aluminium est 41 fois plus éIevée chez des rats

intoxiqués au citrate d'aluminium comparé à I'hydroxyde d'aluminium (Slanina

et coll., 1984). L'ad.dition de citrate dans I'eau de boisson contenant d.e

I'hydroxyde d'aluminium augmente les teneurs aluminiques osseuses et

plasmatiques chez le lapin (Fulton et Jeffery, 1990).

Chez le rat, I'ingestion de citrate d'aluminium provoque une augmentation de Ia

rétention osseuse @celbarger & Greger, 1991 ; Greger & Powers, 1992)'

hépatique et rénale du métal (l\tlorgan & Redglave, 1998), et de son excrétion

urinaire (Greger & Powers, lgg2 ; Cochran et coII., 1994 ; Ecelbarger et coll.,

1994 b ; Lote et coll., 1994).

Chez Ie porc, I'ingestion de jus d.'orange en même temps que d'es composés

aluminiques augmente la teneur osseuse en aluminium (Owen et coll., 1994).

Le citrate d'aluminium favorise I'absorption intestinale de I'aluminium par

différents mécanismes :
* le citrate évite la précipitation de I'aluminium et augmente Ia solubilité

de I'aluminium dans I'intestin : I'aluminium reste sous forme de complexe neutre
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soluble en présence de citrate pour des pH allant de 2,5 à 5,5 (Martin, 1986b)'

intervalle de pH où I'aluminium peut être sous forme insoluble.
* le citrate chéIate I'aluminium et Ie complexe est transporté à travers Ia

muqueuse intestinale (\4artin, 1986a ; Froment et coll., 1989 a ; Van der Voet et

coll., 198g ; Walker et coll., 1990). Mais, si on augmente la quantité de citrate,

I'augmentation de I'absorption de I'aluminium n'est pas linéaire @celbarger &

Greger, 1991). L'aluminium pourrait traverser la barrière intestinale en se fi-xant

avec Ie citrate sur la transferrine (Molitoris et coll., 1989). Cependant, une étude

cinétique chez I'homme sain montre que I'apparition du citrate dans le sang

précéde celle de I'aluminium suggérant que I'aluminium ne serait pas absorbé

sous forme de complexe (Taylor et coll., 1998). Le citrate diminue Ia résistance

transmembranaire et ouvre les jonctions serrées de cellules épithéliales en

culture, en chéIatant Ie calcium (Martinez-Paloma et coll., 1980). Le citrate

d.'aluminium, et non Ie chlorure d'aluminium, concentre le rouge ruthénium, un

marqueur de surface de faible poids moléculaire, d.ans les espaces intercellulaires

de segments isolés d'intestin et induit une réduction significative de la résistance

transmembranaire (Froment et coll., 1989 a).

Ainsi, I'interaction entre le citrate et I'aluminium est importante pour

I'absorption du métal, mais I'acid.e citrique augmente également le passage

d.'autres minéraux comme Ie calcium (tlarvey et coll., 1988), Ie plomb (Garber &

Wei, 1974), et Ie zinc (Hurley & Lônnerdal, 1982).

Des travaux chez le rat ont montré que d'autres acides organiques (acid.es

lactique, palique, oxalique, tartrique, ascorbique, glucuronique...) favorisent

également I'absorption intestinale de I'aluminium @bina et coll., 1986 ; Domingo

et coll., 1991b ; Domingo et coll., 1993 ; Gomez et coll., 1994a). Récemment le

complexe L-glutamate d'aluminium a été proposé comme étant un modèle pour

I'étude d.es mécanismes toxiques de I'aluminium @eloncle et coll., 1999). Les ions

accompagnateurs et la complexation de I'aluminium jouent un rôle important

d.ans I'absorption intestinal du métal (Glynn et coII., 1999). Une étude a montré

que I'absorption de I'aluminium 5 heures après gavage est de 0,Io/o pour

I'hydroxyde d'aluminium, de 0,7o/o pour le citrate d'aluminium et de 5o/o pour Ie

citrate d'aluminium ingéré avec du citrate de sodium (Schonholzer et coll., 1997).

. L'hyperthyroïdie

L'absorption intestinale de I'aluminium semble augmentée en présence de

parathormone (Mayor et coll. , Ig77 et 1980 ; Randall et coll., t982 ; Long et coll.,

1gg4). De même, Ia vitamine DB augmente I'aluminémie chez des hémodialysés
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ingérant des gels d'alumine @emontis et coll., 1986 et 1989). Cette augmentation

de I'aluminémie n'est plus observée si le traitement à I'hydroxyde d'aluminium

est suspend.u @emontis et coll., 1989). Ainsi, I'augmentation de I'aluminium

plasmatique est d.û à I'absorption intestinale et non au relargage de I'aluminium

stocké d.ans les tissus. Par contre, Mc Carthy et coll. (1986) ne sont pas arrivés

aux mêmes conclusions et aucune stimulation de I'absorption aluminique n'est

observée dans les cas d'hyperthyroldie par régime pauvre en calcium.

Chez Ie rat, sous intubation gastrique à I'hydroxyde d'aluminium, I'acide

ascorbique dans I'eau de boisson accroît I'absorption de I'aluminium @omingo et

coll., 1gg2). L'aluminium se fixe au niveau des cellules parathyroidiennes et

réduit Ia sécrétion de la parathormone en modifiant la sécrétion protéiques

(I\{orrissey et coll., 1983) ou indirectement en augmentant le taux calcique

plasmatique (Clarkson et coll., 1972 ; Cannata et coll., 1983a). Après inhibition

de la sécrétion, les glandes peuvent être stimulées à nouveau (Cournot et coll.,

1g84). Cependant, des études supplémentaires seraient nécessaires pour

connaître le rôle exact de la parathormone dans I'absorption intestinale de

I'aluminium.

. Autres méta,ux: le fer (II) et le zinc

Le fer à I'état ferreux (Fe2*) stimulerait I'absorption d'aluminium dans la

muqueuse intestinale mais réduirait le passage dans le sang. L'aluminium serait

stocké d.ans la barrière intestinale par stimulation de la synthèse de ferritine par

Ie fer (Van der Voet & De Wolff, 1987c). Cependant, les concentrations ferriques

contenues dans I'organisme ne semblent pas avoir d'inlluence sur I'absorption

aluminique Qttel et coll., 1992).

Chez des patients intoxiqués à I'aluminium ayant une a-Iimentation

enrichie en zinc, une accumulation d.e I'aluminium a êtê observée au niveau du

foie et du cerveau flMenk & Stemmer, 1983). Par contre, certains auteurs

aboutissent à des conclusions différentes, I'interaction entre I'aluminium et le

zinc est soit négative (Sugawara et coll., 1987) soit sans effet (Mc Nall & Fosmire,

1996).

d - Facteurs potentiels inhibant I'absorption intestinale de

I'aluminium

. Le calcium et le magnésium

L'absoration de I'aluminium semble favorisée lorsque les concentrations

intraluminales en calcium ou en magnésium sont faibles. Ainsi, I'aluminium

semble être en compétition au niveau intestinal avec ces ions minéraux essentiels
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(Allen, 1937). Des observations cliniques (Garruto et coll., 1990) et

expérimentales chez le singe (Garruto et coll., 1989) ou le rat @oudey et coll.,

lgg?) montrent qu'une déficience en magnésium ou en calcium dans les aliments

favorise I'absorption intestinale de I'aluminium et sa rétention au niveau osseux.

Des expériences d'intestin perfusé chez le rat @rovan & Yokel, 1990) et chez le

Iapin (Yokel & Mc Namara, 1990) montrent que I'aluminémie augmente lorsque

Ia concentration calcique du perfusat diminue.

Le calcium et I'aLuminium seraient en compétition pour le transport actif

au niveau de I'absorption dudoénale (Cochran et coll., 1990a), mais ils seraient

indifférents pour Ie transport passif iléal (Aaller & Berlyne, 1985 ; Adler et coll.,

lgSg). La compétition entre I'aluminium et le calcium se ferait pour les sites de

fi,xation protéiques membranaires de poids moléculaire compris entre 9000 et

10000 daltons (Adler et coll., 1986). La compétition entre I'aluminium et le

calcium a également été observée au niveau du tissu osseux (Mahieu et coll.,

1998).

Parfois, les résultats obtenus sont contradictoires : certains auteurs

observent une baisse de I'absorption intestinale du calcium et d.u magnésium

chez Ie rat, lorsq,ts ]'alimentation est enrichie en aluminium pendant 30 jours.

Après 60 jours, ces résultats ne sont plus observés (Greger et coll., 1985a et

1986). L'accumulation du magnésium d.ans les tissus osseux et Ie système

nerveux centra-I est diminué en présence d'aluminium (Yasui & Ota, 1998). Par

contre, Greger & Baier (19S3b) ont montré que I'absorption orale de doses

modérées d'aluminium n'affecte pas la concentration tissulaire en calcium et que

I'aluminium. à des taux rencontrés d.ans I'alimentation (de 5 à L25 mg Al.jour-r

pend.ant 40 jours) est sans effet sur I'absorption, I'excrétion ou la rétention du

magnésium.

. Le phosphore,le silicium et le fluor
Ces composés forment des complexes insolubles avec I'aluminium et en

réduisant sa biodisponibilité, ils en empêchent I'absorption intestinale (Spencer

et coll., 1980 ; Alfrey, 1983).

L'interaction de I'aluminium et du phosphore a étê largement étudiée chez

I'homme (Clarkson et coll., L972; Spencer et coll., 1982 ; Greger & Baier, 1983b)

et I'animal de laboratoire (Ondreicka et coll., 1966), et c'est pour ces propriétés de

complexation et d'inhibition de I'absorption intestinale du phosphore que les sels

d'aluminium sont utilisés dans le traitement de I'hyperphosphatémie des

insuffi.sants rénaux (Schaefer et coll., 1988). De la même façon, I'ingestion

d'aluminium réduit I'absorption et la rétention du fluor chez I'homme (Spencer et

coll., 1981 ; Greger & Baier, 1983b). L'administration d'aluminium dans I'eau de
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boisson perturbe I'absorption et la rétention du fluor au niveau des incisives et du

tissu osseux chez le lapin (Ahn et coll., 1995).

Inversement, une forte ingestion de phosphore ou de fluor diminue

I'absorption intestinale de I'aluminium, à condition que la quantité molaire de

phosphore ou de fluor, présente dans I'intestin, soit suffi.sante par rapport à la

quantité molaire d'aluminium. Allain et coll. (1996) montrent que le fluor

augmente I'aluminémie alors que I'aluminium diminue I'absorption du fluor, ces

résultats seront Ia conséquence d'une forte affinité entre I'aluminium et le fluor

qui donnerait un complexe stable.

Les si-licates peuvent également affecter I'absorption de I'aluminium

@irchall, 1992; Van Landeghem et coll., 1998b). L'addition de silicium dans I'eau

réduit les symptômes de toxicité aluminique chez le poisson (Exley et coll., 1991).

La présence de silicium dans I'eau de boisson diminue I'absorption de

I'aluminium @rûeke et coll., 1997), la rétention et I'excrétion urinaire de

I'aluminium @elles et coll., 1998). Chez des patients hémodialysés, les

concentrations plasmatiques en silicium et en aluminium sont inversement

proportionnelle : Ies patients avec un taux de silicium éIevé ont en général un

taux a-Luminique faible @arry et coll., 1998). L'utilisation du silicium a été

proposée comme traitement thérapeutique pour réduire I'absorption de

I'aluminium et donc sa neurotoxicité (Edwardson et coll., 1993 ; Belles et coll.,

1998) et comme traitement préventif en additionnant I'acide silicique dans le

réseau de distribution publique de I'eau @ellia et coll., 1996).

. Le sodium

Les résultats des travaux sur

sont contradictoires et Ie rôIe du

I'aluminium reste mal défini.

Des études, chez le rat, par la technique de perfusion intestinale montrent

que I'absence de sodium dans le perfusat favorise I'absorption d.e I'aluminium

ffan der Voet & De Wolff, 1987a). Ces auteurs ont donc conclus à une

compétition entre le sodium et I'aluminium.

Provan & Yokel (1988b) ont démontré le contraire : I'absence de sodium

diminue I'absorption de I'aluminium. Les inhibiteurs de canaux sodiques

diminuent également le transport intestinal de I'aluminium et les activateurs de

ces canaux augmentent I'absorption aluminique. L'aluminium et le sodium

seraient des ions dont les transports sont synergiques.

I'interaction du sodium et de I'aLuminium

sodium dans I'absorption intestinale de
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. Le fer (III)

Le fer ferrique (Fe3*) et l'aluminium possèdent des propriétés chimiques

voisines liées à la valencs $+ (charge, complexation) et il peut donc y avoir une

compétition entre ces deux métaux (Fernandez et coll., 1990 ; Fernandez Soto et

coII., 1990;Oleizola etcoll., 1990a;Van DerVoet, 1992), notamment au niveau

du site de frxation sur Ia transferrine (Mc Gregor et coll., 1990). Des rats

déficients en fer ont une absorption et une accumulation dans le foie et la rate

significativement plus élevées que des rats témoins (Sakanashi Brown &

Schwartz, 1992).

Par contre, Ittel et coll. (1996) n'observent aucune modification de

I'aluminémie chez les rats déficients ou supplémentés en fer suggèrant que

I'aluminium n'emprunterait pas les voies spécifiques de transport du fer.

. Le mucus intestinal

Powell et coll. (1994) ont montré que I'aluminium adhère au mucus

intestinal, et représenterait ainsi une importante barrière mécanique contre

I'absorption du métal.

e - Les mécanisrnes de l'absorption intestinale de I'aluminium

Actuellement, les mécanismes de I'absorption intestinale de I'aluminium

sont encore mal définis et plusieurs hypothèses ont été avancées sans qu'aucune

explication claire n'ait pu être donnée (Greger & Sutherland, 1997)'

II est admis que le processus physiologique de I'absorption aluminique

emprunte simultanément 2 voies différentes (V'an der Voet, 1992) :

- un passage paracellulaire, non saturable, à travers les jonctions serrées,

Ie long des entérocytes,
- un passage transcellulaire, saturable, à travers les entérocytes. Cette voie

de passage nécessite une entrée de I'aluminium par Ia bordure en brosse des

cellules intestinales, un transport cytoplasmique jusqu'à la membrane

basolatérale où I'aluminium est relargué de la cellule pour arriver dans le

compartiment sanguin.

D'un point de vue cinétique, les processus de I'absorption intestinale de

I'aluminium utilisent :
- un processus énergie-indépend.ant de diffusion passive et/ou facilitée,

- un processus énergie-dépendant de transport actif.
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Ainsi, la voie paracellulaire est, par nature, passive. Alors que la voie

transcellulaire utilise les transports actifs et passifs facilités. Le colon, mais pas

I'estomac, semble être une voie de perméabiJité paracellulaire importante pour

I'aluminium (lMhitehead et coll., 1997). Par la technique in uiuo de segments

intestinaux isolés, le transport de I'aluminium (AlCla à pH = 2) a été estimée

pour les processus non saturables à 23o/o et pour le transport actif à 77o/o (Adler &

Berlyne, 1985). L'a-l-uminium pénétrerait dans la muqueuse intestinale par un

transport achf, jusqu'à saturation puis selon Ia concentration luminale de

I'aluminium, if pénétrerait par diffirsion (Skalsky & Carchman, 1983 ; Adler &

Berlyne, 1985).

Les processus de transports actifs ont été étudiés longuement par des

technique s in uitro et in uiuo . Le transport actif de I'aluminium est inhibé par Ie

dinitrophénol, I'absence de glucose ou le froid (4"C) (Feinroth et coll., 1982 ; Van

der Voet et coll., 1989).

L'aluminium pourrait emprunter les structures transmembranaires du

calcium, du fer ou du sodium (Van der Voet & De Wo]ff, lg87a ; De Wol-ff & Van

der Voet, 1996).

Le transport actif de I'aluminium pourrait être semblable à celui du

calcium. La voie saturable d.e I'absorption intestinale de I'aluminium est

significativement plus faible chez les rats déficients en vitamine D que chez les

rats témoins (Adler & Berlyne, 1985). Lors de I'administration de vérapamil, un

agent bloquant des canaux calciques, une légère mais significative baisse du

transport duodénal de I'aluminium est observée (Cochran et coll., 1990a). De

même, Provan & Yokel (1988a), en utilisant des sacs intestinaux inversés et

différents activateurs et inhibiteurs des canaux calciques, ont montré que

I'aluminium utilisait ce système de transport. Les mêmes auteurs concluent que

I'aluminium traverserait la barrière intestinale en utilisant les pompes Ca2* -

ATPase et Na*lK*-ATPase des entérocytes car I'absorption de I'aluminium

dépend des concentrations luminales de calcium et de sodium @rovan & Yokel,

1e88b).

Lorsque I'aluminium a pénétré au niveau de Ia muqueuse, il serait retenu

par des anions complexants ou des protéines (dont la transferrine) @urves et

coll., 1988 ; Molitoris et coll., 1989). Puis, lorsque la muqueuse est saturée,

I'aluminium est relargué avant de passer d.ans le système sanguin (V'an d.er Voet

& De Wolff, 1984, 1986, 1987 a et b).
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L'interprétation des travaux sur I'absorption intestinale de I'aluminium et

Ies comparaisons entre les études sont difficiles car les paramètres

expérimentaux varient grandement. De plus, les processus de I'absorption sont

dépendants du fragment intestinal, de la concentration en aluminium dans

I'intestin et dans le sang, du pH, de la forme chimique de I'aluminium et de la

présence ou de I'absence de substances chéIatrices. Autant de paramètres qui

sont différents dans les diverses études publiées.
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TRANSPORT DE L'ALUMINIUM DANS L'ORGANISME

Après avoir pénétré dans I'organisme, I'aluminium est véhiculé par Ie

système sanguin jusqu'aux organes.

1) Concentrations aluminiques dans le sang

Un taux sanguin en aluminium de 5 à 10 pg.L-l est considéré comme étant

normal (Bertholf et coll., 1983 ; Hassanaly et coll., 1987 ; Gitelman & Alderman,

1989). Les symptômes de toxicité apparaissent essentiellement lorsque les

vaLeurs en aluminium dans Ie sang approchent les 100 pg.L-t lFuchs et coll.,

1984; De Wolff & Van der Voet, 1986). Chez des dialysés, traités simultanément

avec des composés aluminiques, Ia concentration sanguine en aluminium peut

dépasser les 200 pg.L'l @oberts & Williams, 1988). Actuellement, Ie taux

plasmatique en aluminium est utilisé pour vérifier I'exposition des patients

dialysés à ce métal. Cependant, la concentration plasmatique en aluminium ne

refléte pas Ie degré d'intoxication chronique, ni Ie degré dimprégnation des tissus

en aluminium (De Broe et coll., 1984).

Pour un individu donné, la concentration sérique en aluminium subit

quelques fluctuations. Ainsi, Nordal et coll. (198Sa) ont observé des variations

saisonnières de la quantité d'aluminium sérique chez des patients avec une

insuffi.sance rénale modérée, mais aussi chez des témoins sans pathologies. Les

deux groupes présentant des taux plus élevés en automne. Cette augmentation

peut être attribuée à des composés posséd.ant des propriétés chélatrices et

contenus dans I'eau à cette période de I'année.

2) Répartition de I'aluminium dans le compartiment saneuin

La spéciation chimique de I'aluminium dans le sang est essentielle pour

comprendre les effets toxiques qui lui sont attribués.

Il est établi que la majorité de I'aluminium se trouve dans le plasma (90%)

et que le reste est situés dans les érythrocytes (I0%) @eloncle et coll., 1990).
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a - L'alutninium dans Ie Plasma

L'aluminium est pour 80% non dialysable, c'est-à-dire fixé à des protéines

plasmatiques. Les 20lzo rcstants sont solubles et ultrafiltrables et forment des

espèces chimiques de faibles poids moléculaires (Savory & Wills, 1984 ; Harris,

1992 : Gardiner et coll., 1984).

Parmi les protéines sériques auxquelles I'aluminium peut se fixer, on a :

- Ia transferrine. C'est une glycoprotéine de poids moléculaire égal à

TT 000 daltons (Marques, 1991). Cette protéine joue un rôle important dans le

transport de I'aluminium dans Ie sang (Trapp, 1983 ; Cochran et coll., 1983, 1984

et 1987; Van Ginkel et coll., 1990b;Moshtaghie et coll., L992; De Jong et coll.,

lggb). Le rôle physiologique d.e la transferrine est le transport du fer ferrique

(Fea*) dans Ie sang ; elle possède 2 sites de fixation qui, dans les conditions

normales, ne sont occupées qu'à 30% par le fer (Aisen et coll., 1978 ; Martin et

coll., 1g8T). Ainsi, Iors d.'une aluminénie éIevé, I'aluminium pourrait déplacer

I'équiJibre d.e fixation du Fe3* en faveur de Al3+ sur Ia transferrine (Martin et coll.,

1987 ; Van Landeghem et coll., 1997). Lors de sa fixation, I'aluminium provoque

un petit changement conformationnel de I'apotransferrine (Tang et coll., 1995).

- la sérum albumine. C'est une protéine de transport d.'un poids

moléculaire d.e 68 500 daltons chez I'homme. La complexation de I'aluminium

avec I'albumine est controversée. Pour certains auteurs, I'aluminium se fixe avec

I'albumine plasmatique (IGng et coll., 1979 ; Trapp, 1983 ; Bertholf et coll., 1984)'

alors que d'autres concluent que I'aluminium ne peut pas se fixer in uiuo à

I'albumine (Cochran et coll., 1985 ; Harris, 1992)-

Une autre fraction d.e I'aluminium plasmatique forme des petits complexes

solubles ; essentiellement avec le citrate (Martin, 1986a). L'aluminium et le

citrate ont une forte affinité et le complexe neutre formé représenterait 11%

environ de I'aluminium sérique total (Ohman & Martin, 1994). C'est cette forme

chimique qui, en plus du transport au niveau sanguin, jouerait un rôle important

d.ans I'accumulation intracellulaire et donc dans Ia toxicité de I'aluminium (Van

Ginkel et coll., 1990b).

b - L'aluminium dans les érythrocytes

L'aluminium, au niveau des globules rouges, a d.es effets cytotoxiques. Par

exemple, I'aluminium induit une fragilité osmotique (Zatta et coll., 1989) et peut

modifier certaines activités enzymatiques au niveau des membranes @esigan et
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coll:, 1995). De plus, I'aluminium induit la formation d'acanthocytes. II s'agit

d'une anoma-lie des globules rouges qui prennent I'aspect d'oursins (Zatta et coll.,

1g8g). Ces effets ont été attribué à une remarquable réduction de la fluidité

membranire et à un compactage structural au niveau du cytosquelette et des

protéines membranaires (Petazzolo et coll., 1990 ; Zatta et coll., 1997). Dans

toutes ces études, ce sont des complexes aluminiques lipophiles et stables qui

sont utilisés, comme par exemple I'acétylacétonate d'aluminium.

3) Sortie de I'aluminium du compartiment saneuin

Une expérience chez le rat a montré qu l'éIimination de I'aluminium est

d,ose-dépendante. PIus Ia concentration sanguine est élevée, plus l'éIimination

systémique est longue (Pai & Melethil, 1989). Mais, lorsque I'administration

d'aluminium est prolongée et que le taux plasmatique reste éIevé, les reins sont

ineffi.caces et I'aluminium n'est plus excrété (Lote et coll., 1992). Il apparait donc

que Ie transport de I'aluminium hors du système circulatoire va dépendre de Ia

capacité d.es systèmes d'éIimination @iliaire et rénale), de I'accumulation au

niveau tissulaire et/ou de Ia concentration aluminique dans Ie sang.
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LOCALISATION DE LALUMINIUM DANS L'ORGANISME

Dans un premier temps, Ies études sur I'accumulation d.e I'aluminium dans

I'organisme ont porté sur la distribution de I'aluminium dans les tissus à un

temps donné, en dosant, après la mort, les concentrations aluminiques. Ces

mesures incluent I'aluminium intracellulaire, extracellulaire et Iié aux

membranes cellulaires. Dans un second temps, les études se sont intéressées aux

quantités d'aluminium dans les différents comp artiments cellulaires.

Certains auteurs ont étudié I'accumulation de I'aluminium dans les organes en

fonction d.e l'âge des individus. L'âge n'a pas d'effet direct sur I'accumulation

tissulaire de I'aluminium (Gomez et coll., 1997), mais I'âge intervient dans

l'éLimination de I'aluminium des organes, surtout au niveau des os et des reins

(Greger & Radzanowski, 1995). La quantité d'aluminium plus élevée chez les

personnes âgées est due au ralentissement du < turn-over > de I'aluminium

(l\ttarkesbery et coll., 1981 ; McDermott et coll., 1979)-

1) Distribution tissulaire de I'aluminium

La répartition de I'aluminium est différente chez les individus intoxiqués

ou non.

a - Chez l ' indiuidu sain

Ganrot (1986) a estimé que la quantité totale d'aluminium dans

I'organisme d'un homme en bonne santé est de 30 à 50 mg, avec une

accumulation plus forte dans les tissus osseux (50%) et les poumons (25%). Les

concentrations en aluminium d.es autres organes sont faibles et comprises entre

0,30 et 0,80 pg Al.g-t de poids humide.

McDermott et coll. (1977) ont montré que les poumons contiennent un fort

taux d.'aluminium (43 pg.g-t de poids sec) qui correspond, aux particules

d.'aluminium dans I'air inhalé et dont I'accumulation augmente avec I'exposition

et l'âge.
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De même, i] a été observé chez des individus en bonne santé, une

accumulation d'aluminum dans les os après absorption d'eau de boisson
accidentellement contaminée par de I'aluminium @astwood et coll., 1990).

b - Chez l'indiuidu intoxîqué

Lors d'intoxication, chez lhomme ou le lapin, I'aluminium s'accumule dans
Ies organes en quantité variable mais avec de plus fortes concentrations dans le
foie, Ia rate, les reins et les os, que dans les autres orgurnes (Alfrey et coll., 1980 ;
Yokel, 1983 et 1989). En généra-I, la diminution de la fonction rénale est suivie
d'une accumulation de I'aluminium dans le foie et les tissus osseux @celbarger et
coll., 1994), Ie cerveau (Liu et coll., 1996).

Les données absolues des concentrations aluminiques sont difficilement
comparables entre les études, étant donné le nombre de facteurs influencant
I'absorption de I'aluminium et donc son accumulation.

L'accumulation de I'aluminium dans différents organes est abord.ée
brièvement ci-dessous et résumée dans la figure 3.

40%

Figure 3 : Distribution de I'aluminium chez un patient atteint d'insuffi.sance
rénale (d'après Skalsky & Carchman, lg83).
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. le foie : c'est I'organe priviléSié ite fixation des toxiques. L'injection

intrapéritonéale d'aluminium chez le rat provoque une augmentation de

I'excrétion biliaire de la transferrine (augmentation d'un facteur 5 en 14 jours).

L'aluminium serait véhiculé par la transferrine vers le foie, lieu où les effets

toxiques du métal seront minimisés (Klein et coll., 1993). De même, une

expérience réalisée chez le rat avec des doses d'aluminium id'entiques à la

contamination de solutés pour nutrition parentérale montre que I'aluminium

s'accumule dans le foie et peut provoquer un disfonctionnement hépatobiliaire

caractérisé par une inflammation portale, détectée par un examen histologique

du tissu @emircan et coll., 1998). Par administration orale chez le tat,

l'aluminium se fixe également préférentiellement dans le foie (Ding &Zba,1997).

Les hépatocytes peuvent accumuler de grandes quantités d'aluminium @erlyne

et coll., 1972 ; Yasui et coll., 1979 ; Alfrey et coll., 1980). La concentration éIevée

d.'aluminium dans Ie foie n'est pas forcément suivie d'effets pathologiques (Muller

& Wilhelm, 1987a; Jaudon, 1991 ; Wilhelm et coll., 1996a et b). Des expériences

sur organes isolés et pefisés chez le rat montrent que les signes de toxicité

n'apparaissent que pour des concentrations élevées en aluminium (de 6,5 à 16,7

mg Al.g'1 de liquid.e perfusé) et que peu d'aluminium est éliminé par Ie foie

(Wilhelm et coll., 1996). L'aluminium stocké dans Ie foie (et les autres organes)

peut être une source continue d'exposition pour les organes sensibles à

I'aluminium comme le cerveau (Yokel et Mc Namara, 1989). L'aluminium exerce

une toxicité tissulaire car en s'accumulant d.ans Ies cellules hépatiques, Ie métal

provoque une dégénérescence fonctionnelle sévère de ces cellules (Galle &

Guidicelli, 1982). L'aluminium, après injection intraveineuse chez le rat,

provoque une diminution du flux biliaire de 33% et ce flux est inversement

corréIé avec la teneur aluminique du tissu hépatique (Klein et coll., 1988).

. la rate : c'est, avec le foie, un des organes où I'aluminium

s'accumule faciLement (Costantini et coll., 1989 ; Anghileri et coll., 1994).

. le tissu osseux : I'aluminium se fixe au niveau du squelette, même

lors d'intoxication aiguë (Kaye et coll., 1990 ; Winterberg et coll., 1990 ; Quartley

et coll., 1993 ; Mjoberg et coll., 1997). Cette accumulation est associée à des

pathologies:
- I'ostéomalacie, lorsque I'aluminium se dépose au niveau du front de

minéralisation et des lignes cimentantes (Cournot-Witmer et coll., 1981)

- I'arthropathie, lorsque I'aluminium s'accumule au niveau articulaire,

d,ans Ie cartilage et le liquide synovial (Netter et coll., 1984, 1990, 1991a et b).
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. les reins : les reins sont le lieu d'élimination de I'aluminium, ainsi

le métal s'accumule au niveau du cortex rénal (Cacini & Yokel, 1988), dans le

tube contourné proximal et le tube distal (Galle, 1981). L'aluminium a un effet

néphrotoxique @raùnlich et coll., 1986 et 1988 ; Bertholf et coll., 1989, Liu &

Nordberg, 1gg5), en provoquant I'atrophie et Ia nécrose du tube proximal (Wills

et coll., 1993).

L'aluminium ingér é par l'eau de boisson, à long terme, bien que faiblement

absorbée par le tractus gastro-intestinal peut provoquer des effets cytotoxiques

doses-dépend,ants sur les cellules rénales (et cérébrales) du rat (Somova et coll.,

lgg7). Ainsi l'aluminium, par son action néphrotoxique, aggrave I'insuffi.sance

rénale (Jeffery et coll., 1996).

. le cerveau : I'aluminium doit franchir Ia barrière hémato-

encéphalique qui protège Ie cerveau c'est pourquoi seulement de faibles quantités

en aluminium sont mesurées dans cet organe (Vorbrodt et coll., 1994a).

L'aluminium traverserait cette barrière en empruntant les transporteurs

spécifiques d.es acid.es monocarboxyliques (Ackley & Yokel, 1997). On observe

cependant la fixation d.u métal au niveau de Ia matière grise (Crapper et coll.,

1973 ; Sahin et coll., 1994) et dans I'hippocampe Gokel et coll., 1991a et b ; Yang

et coll., 1gg8). De plus, I'aluminium a été de nombreuses fois impliqué dans des

pathologies neurologiques comme la démence des dialysés, la maladie

d'Alzheimer, Ia maladie d.e Parkinson, Ia sclérose amyotrophique latérale. Une

intoxication prolongée finit par provoquer une accumulation d'aluminium au

niveau cérébral car, tout comme I'entrée de I'aluminium dans le cerveau, son

éIimination est difficile (Galle et coll., 1979).

. Ies gland.es parathyrold.es : I'accumulation de I'aluminium dans ces

glandes est très élevée (Morrissey et coll., 1983 ; Jaudon, 1991)' L'aluminium

provoque d.es modifications ultrastructurales des cellules parathyroÏdiennes et

I'inhibition d.e I'hormone sécrétée à cet endroit : la parathormone @ourdeau et

coll., 1987; Cournot-Witmer & Plachot, 1990).

. le coeur et les vaisseaux : I'aluminium provoque des désordres au

niveau d.es artères (Erasmus et coll., 1993) et du coeur (Lond.on et coII., 1989 ;

Levine et coll., 1990). L'aluminium s'accumule aussi bien au niveau de I'artère

aortique que I'artère cérébrale. Au niveau aortique, I'aluminium se fixe

préférentiellement dans la tunique médiane (Minami et coll., 1996). Au niveau

cardiaque, I'ATP est un important messager extracellulaire de Ia vasodilatation

coronaire. L'aluminium, en se fixant sur I'ATP, va augmenter Ie flux coronaire
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par une vasotlilatation irréversible. Les effets de I'ATP sont identiques mais ils

sont réversibles (Korchazhkina et coll., 1998). Des concentrations plasmatiques

élevées en aluminium ont été associées à une hypertension artérielle chez des

individus avec une fonction rénale normaLe (Granadillo et coll., 1995)'

. l'appareil reproducteur : L'aluminium peut également influencer

Ia reproduction car le métal a des effets négatifs sur Ia motilité et la survie des

spermatozoTdes (Singh et coll., 1998) mais aussi sur Ie comportement sexuel

(Bataineh et coll., 1998).

2) Distribution intracellulaire de I'aluminium

L'aluminium intracellulaire est localisé en majorité dans les lysosomes des

tissus, le métal se trouve sous forme de cristaux associés au phosphore (Galle et

coll., 1979 et 1983 ; Galle, 1981 ; Gatle & Giudicelli, 1982 ; Bommer et coll., 1983 ;

Fiejka et coll., 1996).

Spencer et coll. (1995) montrent qu'au niveau des hépatocytes, on retrouve

de I'aluminium dans tous les organites analysés (cytoplasme, mitochondrie,

noyau et réticulum endoplasmique). Par contre, dans les cellules tubulaires

rénales, I'aluminium est détecté dans Ie cytoplasme et les mitochondries alors

que le métal est absent du noyau et d'es lysosomes-

Dans les cellules cérébrales, I'aluminium s'accumule préférentiellement

dans le noyau mais des dépôts sont localisés également dans le cytoplasme, les

microsomes et les mitochondries (Julka et coll., 1996).

Dans les gland.es parathyroides, I'aluminium est localisé dans les

polyphagosomes et les mitochondries (Jaudon, 1991)-

Au niveau des mitochondries, I'addition in uitro d'aluminium provoque une

diminution d.u métabolisme énergétique et augmente la perméabilité

membranaire @urnatowska-Hledin et coll., 1986) -

L'aluminium semble également s'accumuler dans le noyau cellulaire au

niveau de Ia chromatine (De Boni et coll., 1974 ; Truchet, 1976 ; Bonhomme et

coII., 1g89). L'aluminium interagit également avec les neuroflIaments (Shea &

Beermann, 1994 ; Gotow et coll., 1995).



3; Accumulation de I'aluminium dans les cellules malicmes

Après avoir provoqué expérimentalement des carcinomes chez Ie rat, il a

été observé que les concentrations aluminiques dosées d.ans les tissus cancéreux

digestifs (cancers du foie, d.e I'estomac et du duodénum) et mammaires sont plus

éIevées que dans les tissus normaux (Ogoshi et coll., 1994).
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ELIMINATION DE LALUMINIUM HORS DE L'ORGANISME

1) Excrétion fêcale

C'est la principale voie d'éIimination en cas d'administration oraLe

d'aluminium (Greger & Baier, 1983a). Selon Ondreicka et coll. (1966), cette voie

d'élimination représenterait plus de 70% de I'aluminium ingéré. De nombreux

auteurs cités par Campbell et coll. (1957) évoquent des pourcentages supérieurs à

I0O%, ce qui démontrerait que I'aluminium absorbé par d'autres voies est aussi

éIiminé par les selles. En effet, I'excrétion de I'aluminium dans les féces concerne:

- I'aluminium qui n'a pas traversé la barrière intestinale car le métal est

sous une forme non assimilable de précipités insolubles,
- I'aluminium qui a été absorbé, véhiculé dans le milieu intérieur et

éIiminé par la voie biliaire. Des observations sur des patients porteurs d'un

drainage biliaire ont montré que Ie taux bfiaire d'aluminium augmente après

ingestion de gels d.'aluminium flMilliams et coll., 1986). L'éIimination biliaire a

été prouvée expérimentalement chez le chien (Kovalchik et coll., 1978) et chez le

rat (Klein et coll., 1988 ; Sutherland et coll., 1996 ; Sutherland & Greger, 1998).

2) Excrétion urinaire

Lorsque I'aluminium a pénétré dans I'organisme et s'est accumulé dans les

tissus, il ressort progtessivement des organes avec une d.emi-vie de 42 jours

(Yokel & Mc Namara, 1989). L'élimination de I'aluminium est alors

essentiellement urinaire (Ganrot, 1986 ; Talbot et coll., 1995) et serait d'environ

15 pg Al.jour-t pour un individu sans pathologie (Kaehny et coll., 1977b).

La quantité d'aluminium excrété par voie urinaire reflète I'intensité de

I'exposition au métal (Szczekocki & Chmielewski, 1978 ; Mussi et coll., 1984).

Ceci n'est cepend.ant valable que pour de faibles expositions à I'aluminium car

lorsque I'exposition est soutenue, Ia capacité d'élimination rénale est saturée et il

y a accumulation de I'aluminium dans les tissus (IIôhr et coll., 1989).

L'aluminurie est également corrélée positivement avec l'âge des individus Morie

et coll., 1996).
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Les mécanismes d.'excrétion de I'aluminium par les reins sont différents de

ceux ad.mis en physiologie traditionnelle du néphron, basés sur des transports

actifs transmembranaires d.'ions solubles très diffrasibles. L'élimination de

I'aluminium se fait en trois étapes (Galle, 1984) qui sont schématisées dans Ia

figure 4:

1 - I'aluminium soluble (non liée aux protéines) est filtré par Ie glomérule

de Malpighi. L'aluminium sanguin est principalement Iié aux protéines, c'est

pourquoi sa clairance est faible et ne représente que 5% de Ia flltration

glomérulaire,

2 - I'aluminium est réabsorbé par les cellules du tube contourné proximal

@urnatowska-Hledin et coll., 1985a). Récemment, des auteurs ont suggéré

également une réabsorption au niveau de I'anse de Henle (Lote et coll., 1996).

L'aLuminium est concentré dans les lysosomes où il va y avoir précipitation sous

forme de phosphates insolubles (Galle, 1981),

3 - les cristaux submicroscopiques d'aluminium sont aLors excrétés dans Ia

lumière du néphron et éliminés sous cette forme dans le flux urinaire.

Figure 4 : Schéma du mécanisme d.'excrétion rénal de I'aluminium (d après

Galle,1986).
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3) Autres voies d'excrétion

- L'éIimination pulmonaire est presque nulle, Ies particules d'aluminium

restent dans les tissus après cessation du contact avec les poussières @eusch,

1961).
- L'élimination par Ia sueur n'a pas été étudiée.

- par contre, I'aluminium semble se fixer dans les phanères (Naylor et coll.,

1990).

Des taux aluminiques significativement supérieurs dans les cheveux d'es

hémodialysés ont été observés (Chappuis et coll., 1988).
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MODE D'ACTION DE LA TOXICITE CELLULAIRE DE L'ALUMINIUM

Les mécanismes de la toxicité cellulaire ne sont pas encore totalement

éclaircis, cependant, il est reconnu que I'aluminium se lie avec différentes

macromolécules ou constituants cellulaires (Exley & Birchall, 1992 ; Oteiza,

1994 ;Yokel, 1994).

r) Pénétration de I'aluminium dans la cellule

Peu d'étud.es portent sur les mécanismes permettant le passage de

I'aluminium du milieu extracellulaire au milieu intracellulaire.

Akeson et coll. (1989) propose que I'aluminium pénétrerait d.ans Ia cellule par

end.ocytose après s'être fixé à un constituant membranaire : la

phosphatidylcholine.

Deloncle et coll. (1990) signalent que I'aluminium formerait un complexe avec le

glutamate sanguin pour traverser la membrane érythrocytaire et la barrière

hémato-encéphalique de façon p assive.

D'autres auteurs pensent que I'aluminium pénètre dans la cellule en utilisant des

transporteurs (Feinroth et coll., 1982 ; Adler & Berlyne, 1985).

2) Action de lraluminium sur les activités enzYmatiques

Plusieurs enzymes et leur activité ont été étudiés afin de connaître Ia

toxicité de I'aluminium.

' L'hexokinase

L'hexokinase est une enzyme glycolytique qui catalyse, par exemple, Ia

phosphorylation du glucose en présence de Mg-ATP. Or, il semblerait que

I'affinité de I'ATP soit plus forte pour I'aluminium que pour le magnésium. Les

complexes AI-ATP et Mg-ATP seraient en compétition et I'activité de I'hexokinase

se trouverait diminuée (Harrison et coll., 1972 ; Trapp, 1980 et 1986 ; Yoshino et

coll., 1990 ; Exley et coll., 1994).
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' La calmoduline

C'est une calciprotéine régulatrice, ubiquitaire et multifonctionnelle, qui

intervient d,ans d.e nombreux processus dépendants du calcium comme la

stimulation d'ATPases, de phosphodiestérases, de I'adénylate cyclase...

L'aluminium serait en compétition avec le calcium pour les sites de fixation sur

Ia calmod.uline. L'aluminium fixé entraînerait alors une modification

conformationnelle de la protéine (Siegel et coll., 1982 et 1983 ; Siegel & Haug,

1g8B ; Farnell et coll., 1985 ; Levi et coll., 1998). Mais I'aluminium pourrait

également intervenir au niveau du transport du calcium nécessaire à la

calmoduline (Mundy et coll., 1994)-

Ce sont des enzymes impliquées dans la transmission neuronale

cholinergique lorsqu'elles sont situées d.ans le système nerveux central et

périphérique. Mais, on trouve également I'acétylcholinestérase dans les

érythrocytes, Ies plaquettes et les lymphocytes où son rôIe est sans doute

différent de celui du système nerveux.

En 1g82,les travaux de Marquis montre que I'aluminium est un inhibiteur

non compétitif de I'acétylcholinestérase isolé à partir de I'organe électrique

d'Electrophorus electricus (Marquis, 1982 ; Marquis & Lerrick, 1982)'

L'acétylcholinestérase cérébrale bovine est également inhibée in uitro par

I'aluminium (Moraes & Leite, 1994). En ce qui concerne I'acétylcholinestérase

sérique, Ies résultats ont controversés. Certains auteurs attribuent un effet

activateur à I'aluminium (Zatta et coll., 1994a) alors que d'autres concluent à un

effet inhibiteur (l\tlarquis, 1983).

Après injection intracisternale de I'aluminium, les activités d.es enzymes

cholinergiques (acétylcholinestérase et acétylcholine-transférase) sont réduites

(llates et coll., 1980). Alors que I'injection intrapéritonéale d.'aluminium inhibe

I'acétylcholine-transférase (Cherroret et coll., 1992) et ne modifie pas I'activité de

I'acétylcholinestérase (Gulya et coll., 1990).

Selon la quantité d'aluminium en contact avec I'enzyme, on peut avoir soit

une activation de son activité pour les faibles concentrations, soit une inhibition

Iorsque Ia concentration augmente. Cet effet biphasique a étê observé pour

I'acétylcholinestérase : dans un premier temps, I'aluminium stimule I'activité

enzymatique puis, dans un second temps, I'inhibe. Ce changement serait dû à Ia

Iente accumulation de I'aluminium d.ans le tissu cérébral (Kumar, 1998).

L,activité de I'acétylcholine-transférase dépend également de la concentration

aluminique (Cherroret et coll., 1992).
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' Autres enzymes

L'aluminium a une action inhibitrice sur :

- les protéines kinases (Cochran et coll., 1990b ; Xu et coll., 1990)

- Ia phosphatase alcaline (Rej & Bretaudière, 1980), et la phosphatase acid.e

(Lieberherr et coll., 1982)
- Ia phosphodiestérase par I'intermédiaire de la calmod.uline (Siegel & Haug,

1983),
- Ia dihydroptéridine réductase (Cutler & Blair, 1987 ; Altman et coll., 1988 ;

Bolla et coll., 1991),
- Ia nitrogénase @enner & Howard, 1996),
- I'isocitrate déshydrogénase (Chaya & Joshi, 1996),

- I'anhydrase carbonique (Zatta et coll., 1995),
- la sodium-potassium adénosine triphosphatase (Na+lK+ATPase) (Zatta et coll.,

1995 ; Husaini et coll., 1996),
- la calcium adénosine triphosphatase (Ca'* - ATPase) fforbrodt et coll., 1994a et

b).

L'aluminium a une action stimulatrice sur :

- Ia succino-déshydrogénase cytochrome oxydase (Horecker et coll., 1989),

- Ia sérine protéase (Clauberg & Joshi, 1993). L'aluminium faciliterait ainsi les

processus protéolytiques,
- la monoamine-oxydase qui catalyse Ia désamination oxydative (Zatta et coll.,

1998),
- la calcium-magnésium adénosine triphosphatase (Caz+ffigz+ - ATPase) (I\4undy

et coll., 1994).

En ce qui concerne I'adénylate cyclase, I'aluminium a, soit une action

positive sur I'activité enzymatique (Ebstein et coll., 1986), soit une action

inhibitrice (Mansour et coll., 1983).

3) Action de I'aluminium dans la peroxvdation lipidique

membranaire

Un d.es mécanismes de Ia neurotoxicité de l'aluminium pourrait être dû à

un stress oxydatif. Des expériences ont montré que I'aluminium amplifiait la

peroxydation lipidique dans Ie foie du lapin recevant de I'aluminium par injection

intraveineuse (Bertholf et coll., 1987) et dans une culture dhépatocytes de souris

(Abreo et coll., 1991) ou de cellules cérébrales (Mundy et coll., 1997). Cependant,

une administration chronique de I'aluminium par voie orale chez la souris,
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provoque une accumulation hépatique et cérébrale de I'aluminium ; cepend'ant la

peroxydation lipidique est augmentée uniquement au niveau cérébrale suggérant

que les désordres neurologiques associés à I'accumulation de I'aluminium

pourraient être dus à d.es réactions oxydatives causées par les radicaux libres

(Fraga et coll., 1990).

L'aluminium modifierait les propriétés physiques membranaires en provoquant

un changement dans I'arrangement phospholipidique et faciliterait ainsi la

propagation de Ia peroxydation lipidique en rend.ant les lipides plus accessibles

aux radicaux libres (Oteiza, Lgg4 ; Xie & Yokel, 1996 ; Verstraeten et coll.,

1997).

Des expériences in uitro montrent que I'aluminium peut avoir une action

anti-oxydante ou pro-oxydante sur les membranes cellulaires. Cette action

dépend d,u temps de contact (Oteiza et coll., 1993 ; Dominguez et coll-, 1995).

Des enzymes protectrices du stress oxydatif ont leur activité diminuée en

présence d'aluminium :
- Ia superoyxd,e dismutase (Shainkin-Kestenbaum et coII., 1989 ; Gupta &

Shukla, 19g5 ; Swain & Chainy, 1997). Atienzar et coll. (1998) n'observent aucun

effet de I'aluminium sur cette activité enzymatique,
- la glutathion peroxydase (Gupta & Shukla, 1995) et Ia glutathion réductase

Q{atyal et coll., 1997),
- la catalase (Gupta & Shukla, 1995 ; Chainy et coll., 1996 ; Swain & Chainy,

1997),
- Ia cytochrome P.450 (Jeffery et coll., 1987 ; Bidtack et coll., 1987 ; Fulton &

Jeffery, 1994).

Action de I'aluminium sur les nucléotides

L'aluminium a une forte affinité pour les nucléotid.es (Ganrot, 1986). Bien

que les mécanismes d.e fixation de I'aluminium ne soient pas totalement élucidés,

il est probable que I'aluminium soit lié par I'intermédiaire des groupements

phosphates (Karlik et coll., 1980 ; Karlik & Eichhorn, 1989 ; Exley & Birchall,

1996).

Lorsque d.es concentrations élevées en aluminium sont retrouvées dans les

tissus, il y a une baisse de la concentration phosphorique dans les acides

nucléiques. L'aluminium provoque une augmentation du taux d'adénosine

monophosphate et diphosphate (AMP et ADP), alors que le taux d'adénosine

triphosphate (ATP) est diminué (Ondreiccka et coll., 1966). L'aluminium

augmente Ia prod.uction d'AMP cyclique également. L'aluminium inhibe la

4>
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guanosine triphosphatase (GTPase) (Miller et coll., 1989 ; Landino & Mac

Donald, 1997) et la formation de GMP cyclique (Cucarella et coll., 1998).

L'aluminium se lie au niveau de I'ADN par les atomes d'oxygène des

groupements phosphates et des bases (Karlik et coll., 1980a et b ; Karlik &

Eichhorn, 1989). Une des conséquences de cette fi.xation serait I'inhibition de la

transcription de I'ADN en ARN et donc indirectement de Ia synthèse protéique

(De Boni et coll., 1974; Walker et coll., 1989).

' Les membranes cellulaires

La fluidité membranaire est stabfisée habituellement par les ions Ca2* et

Mgz+ qui se fixent aux phospholipides. L'aluminium exercerait un effet similaire,

c'est-à-dire que Ie métal augmenterait Ia rigiùité membranaire (Vierstra & Haug,

lg78 ; Jones & Kochian, 1997). Dans les cellules cérébrales de singe, I'aluminium

provoque une perte de I'intégrité membranaire car le métal entraîne une

augmentation du taux de cholestérol alors que le contenu en glycolipide et

phospholipide diminue (Sarin et coll., 1997a).

Au niveau des membranes cellulaires, il existe un système de transmission

du signal, lors de la fi.xation d'une hormone sur son récepteur, dans lequel

I'aluminium interfèrerait à différents niveaux (Shafer & Mundy, 1995 ; Mundy et

coll., 1995 ; Nostrandt et coll., 1996) :
- altération de Ia formation du second messager (ou transducteur intracellulaire):

I'inositol triphosphate (IPs),

- ce second. messager est formé par I'hydrolyse d'un phosphatidylinositol-4,5-

diphosphate (PIPz) par une phospholipase. L'aluminium inhibe Ia phospholipase

membranaire (AIi et coll., 1995 ; Jones & Kochian, 1995 et 1997). Ce mécanisme

pourrait être dû à la modification de la fluidité de la membrane cellulaire.

' Les microtubules et les neuro'filaments

L'aluminium a une action toxique incontestée sur les neurofllaments et

elle aboutit à une dégénérescence neurofibrillaire. Expérimentalement, elle a été

démontrée chez le chat (Crapper & Tomko, t975 ; Crapper et coll., 1976), chez le

lapin (Galle et coll., 1980 ; Troncoso et coll., 1985 et 1990 ; Wisniewski et coll.,

1982), chez la souris (Miller & Levine, 1974) et d.ans des cultures de cellules

embryonnaires humaines de cerveau @eboni et coll., 1980).

L'aluminium augmenterait la résistance des neurofilaments à la

déphosphorylation des phosphatases alcalines ou des protéases. Cet effet a été

5)
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observé de cultures cellulaires d.e neuroblastomes (Shea et coll., 1995a et b) et sur

des fractions de cytosquelette isolées de la moëlle épinière de lapin ayant reçu

préalablement une injection intracisternate d'aluminium (Strong & Jakowec,

1994).

Snyder et coll (1995) émettent I'hypothèse que Ia toxicité de I'aluminium

dans les cultures cellulaires d'hépatocytes serait due à la fixation du métal sur

des protéines du cytosquelette associées à la membrane plasmatique et

modifierait ainsi la fonction de perméabilité membranaire.

' Les canaux et récepteurs membranaires

Les canaux calciques dépendants du voltage ont été les plus étudiés. Ce

sont d.es protéines transmembranaires qui ont un rôle important dans le

fonctionnement des cellules neuronales. L'aluminium s'avère être un agent

bloquant de ces canaux et son action est irréversible @iisselberg et coll., 1993 et

1994 ; Platt & Btisselberg, 1994a et b ; Platt et coll-, 1993).

L'activité des canaux sodiques voltage-dépendants est également bloquée en

présence d'aluminium (Kanazirska et coll., 1997).

Certains récepteurs membranaires sont le site d'action de

I'aluminium comme les récepteurs au glutamate (Platt et coll., 1994)- Le

glutamate est un acide aminé qui est utilisé pour Ia synthèse de I'acide y-amino-

butyrique (GABA) un neurotransmetteur. L'aluminium inhibe le transport du

GABA et d.u glutamate et s'accumule au niveau des neurones GABAergiques

(Wong et coll., 1981).

Des étudesinuitro, sur des cellules osseuses de rat et des cellules rénaLes

de chien, ont montré que I'aluminium ùiminue I'affinité de Ia parathormone avec

son récepteur et inhibe I'action de ce récepteur en supprimant I'effet stimulateur

sur I'adénylate cyclase (Pun et coll., 1990).

6) Autres actions de I'aluminium

. L'aluminium inhibe Ie transport par endocytose en ralentissant la fusion

endosomiale avec les lysosomes intracellulaires (Colombo et coll., 1994).
. L'aluminium agit sur la biosynthèse d'un facteur de croissance nerveuse

et son action est dépendante de la concentration ; à faible dose I'aluminium

stimule la synthèse alors que des concentrations élevées I'inhibe (Kobayashi et

coll., 1996).
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TOXICITE CIIEZ L'HOMME ET PATHOLOGIES ASSOCIEES A

L'ALUMINIUM

I) Toxicité aiguë

Rappelons que I'aluminium est omniprésent dans I'environnement, mais iI

se trouve généralement à l'état insoluble et donc, non biodisponible- La toxicité

aiguë de I'aluminium n'existe pas chez I'homme. Par contre, elle a étê étudiée

chez I'animal et dépend du degré de solubilité du composé aluminique et de la

voie d.e pénétration.

Quelques valeurs de DL50 de dérivés aluminiques trouvées dans la littérature

sont rassemblées dans Ie tableau 4.

C16ez I'animal, I'injection de doses massives d.'aluminium provoque des

crises épileptiformes reproduisant assez fidèIement l'épilepsie humaine

@eynold.s et coll., 1975; Velasco et coll., 1976).

La toxicité aiguë du chlorure d'aluminium provoquerait une augmentation

d.u taux de glucose dans Ie sang, une diminution du taux de glycogène hépatique

(Ondreicka et coll., 1966).
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Tableau 4 : Dose léthale à50o/o de quelques dérivés aluminiques.

Composés

aluminiques

Voies DL50 EsPèces Références

d'intoxication (mmol.kg:t) animales

Chlorure

d'aluminium
(Alclt

Sulfate

d'aluminium

Alz (SOa)a

Nitrate

d'aluminium

Al(NOs)s,

9HzO

Phosphorure
d'aluminium

(ArP)

Orale

Orale

intrapéritonéale

orale

intrapéritonéale

intrapéritonéale

12,5r

2,86 +0,26

0,41

0,70

0,85

0,88

Orale 5,77 + 0,90 sourrs Ondreicka et

col l . ,1996

Smyth et coll.,

1969

Ondreicka et

coll., 1966

Bienvenu et coll.,

1963

Nekipelov, 1966

Hart et coll.,

1971

Hart & Adamson,

197 I

Christensen,
L97T

rat

souris

souris

rat

souris

rat

inhalation 0.02 mol.L-l rat
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II) Toxicité chronique

Certaines pathologies sont directement associées à une intoxication

aluminique Q'encéphalopathie des dialysés, I'ostéomalacie, I'arthropathie et

I'anémie microcytaire). Plusieurs auteurs ont montré une corréIation entre

l'incidence d.e I'encéphalopathie des dialysés, I'ostéomalacie, I'anémie et

I'aluminium contenu dans les dialysats ou les traitement hypophosphatémiants

(Lione, 1983 ; Wills & Savory, 1983 et 1985; Greger, 1987 ; Starkey, 1987 ; Perl &

Good,, 1988). Mais I'aluminium peut également être impliqué dans certaines

maladies dont l'éthiologie est inconnue 0a maladie d'Alzheimer, la sclérose

amyotropique et la maladie d.e Parkinson).

1) Encéphalopathie proeressive des dialvsés

Dans les année 1970, est apparue une nouvelle maladie neurologique qui

se d.éclare chez les hémodialysés de long terme. Elle fut décrite pour la première

fois par Alfrey et coll. (1972) chez des insuffisants rénaux dialysés, en moyenne,

d.epuis 48 mois. Par la suite, de nombreux autres cas ont été rapportés (Alfrey et

coll., 1976 ; Burks et coll., 1976; Lederman & Henry, 1978 ; Galle et coll., 1979 ;

Alfrey, 1984). Des éléments concordants ont orienté I'origine de cette

encéphalopathie vers une intoxication par I'aluminium provenant d.e I'eau de

dialyse (Cartier et coll., 1978) etlou des gels d'aluminium prescrits pour lutter

contre I'hyperphosphatémie @uge et coll., L978 ; Boukari et coll., 1978). Elle fut

une d.es premières causes de décès des dialysés.

a - Les signes cliniques

Les symptômes s'installent progtessivement en quelques semaines, ils sont

initialement fluctuants, mais par la suite, Ies troubles deviennent permanents

(Alfrey, 1984 ; Rovelli et coll., 1988) :
- une dysarthrie (troubles de la parole),
- des troubles du comportement (modification de la personnalité,

hallucinations, paranoïa) et moteurs,
- des troubles intellectuels de plus en plus graves pour aboutir au

synd.rome de "démence des dialysés" (dépression,léthargie, coma),
- des crises convulsives peuvent apparaître dans un cas sur deux.
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La maladie évolue toujours vers la mort dans un délai moyen de 7 à 8

mois. Cependant, iI existe des formes réversibles lorsque I'on supprime I'apport

d'aluminium @uge et coll., 1979a).

b - Les signes physiopathologiques

Le diagnostic de I'encéphalopathie des dialysés est confi.rmé par :

- des modifications de l'électroencéphalogramme, qui peuvent précéder Ies

signes cliniques : il y a ralentissement du rythme de base jusqu'au remplacement

par des ondes lentes, sur lesquelles se greffent des bouffées d'ondes irrégulières

de grande amplitude et des éIéments comitiaux @..ge et coll., 1978 ; Sabouraud

et coll., 1978),
- une aluminémie élevée : supérieure à 200 FB Al.l-t. Il existerait une

corrélation positive entre le taux d'aluminium dans Ie sang et le taux de

mortalité (Chazan et coll., 1988 et 1991).

c - Les signes histopathologiques et les modifications

biochimiçIues

Les examens histologiques révèlent :
- une prolifération astrocytaire (Yates et coll., 1980)'

- une surcharge en lipofuschines dans les neurones du cortex

cérébral, d.e I'hippocampe, du cervelet et d,u tronc cérébral (Yates et coll., 1980),

- une accumulation de phosphate d'aluminium dans les neurones du

cortex frontal et temporal de I'olive et des noyaux rouges et gris (Mc Dermott et

coll., 1978 ; Galle et coll., 1979).

Au niveau biochimique, certaines régions cérébrales ont une baisse de leur

teneur en acide y-aminobutyrique (GABA) et une inhibition de I'activité de

I'acétylcholinestérase @erry et coll., 1977 ; sweeney et coII., 1985).

d - Cas des enfants urémiques

Les symptômes d'encéphalopathie des dialysés ont également été observés

chez d.es patients avec une insuffi.sance rénale, traités par des gels d'alumine

mais ne suivant aucune thérapie en dialyse. Des cas de nouveaux-nés ou

d'enfants avec des traitements hypophosphatémiants à base d'aluminium et

ayant déclenché des encéphalopathies ont été rapportés dans la littérature



(Geary et coII., 1980 ;

1984 : Sedman et coll.,

l02

Griswold et coll., 1983 ; Randall, 1983 ; Andreoli et coll',

1984a et b).

2) Pathologies osseuses

Les tissus osseux sont des organes cibles de I'aluminium et les pathologies

osseuses et articulaires sont les premières manifestations de I'intoxication chez

Ies insuffi.sants rénaux, bien avant I'apparition d.es désordres neurologiques

(Mjôberg, 1gg0). Cependant, les pathologies osseuses des insuffrsants rénaux

chroniques peuvent s'améIiorer après une transplantation rénale (Dietl et coll.,

1997).

a - L'ostéodYstroPhie rénale

Les patients avec d,es désordres rénaux chroniques d.éveloppent

fréquemment des maladies osseuses métaboliques regroupées sous le nom

d,,ostéod.ystrophie rénale (Oppenheim et coll., 19S9). Sous ce terme, plusieurs

pathologies coexistent :

- I'ostéomalacie qui est une déficience de la minéralisation des os,

- I'ostéite fibrosante qui est Ia transformation du tissu osseux en tissu

fibroblastique,
- I'ostéopénie et I'ostéosclérose qui sont des modifications d,e Ia masse

osseuse.

Ces pathologies évoluent avec Ia progtession du déficit rénal et de

I'hyp erp arathyroidie constaté e chez ces p atients.

b - L'ostéomalacie

C'est Ia pathologie qui domine les désordres métaboliques osseux observés

chez les déficients rénaux, c'est pour cela que nous développerons plus

particulièrement cet aspect.

- Signes cliniques

L'ostéomalacie est caractérisée par des douleurs osseuses, d.es arthralgies,

et une tendance à faire des fractures spontanées. Puis surviennent des

déformations osseuses qui s'accompagnent d'une myopathie proximale (Andress
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et coll., 1986 et 1987 ; Drùecke, 1980 et 1986 ; Oppenheim et coll., 1989). Les

examens radiologiques sont souvent normaux.

- Signes h'istop atholo giques

Les examens histologiques osseux des patients (EIIis et coll., 1979 ;

cournot-witmer et coll., 1981 ; severson et coll., 1992) révèlent :

- une augmentation de l'épaisseur et de Ia surface des travées ostéoïd.es

(matrice osseuse non minéra-lisée),
- une diminution de la vitesse de calcification avec réduction du front d.e

minéra-Iisation (Sprague et coll., 1993 ; Bellows et coll., 1995)'

- un effet toxique sur les deux populations cellulaires : les ostéoblastes

@arisien et coll., 1988) et les fibroblastes, pouvant provoquer une diminution de

leurs nombres (Kidder et coll., 1993)

Cette ostéomalacie est également caractêrisée par des dépôts aluminiques

importants Ie long du front de minéralisation et par Ia résistance au traitement

par la vitamine D (Ilodsman et coll., 1981 ; verbeelen et coll., 1988).

- Rôte d,e I'aluminium dans la pathogénèse de l'ostéomalacie

Chez les patients atteints d'insuffrsance rénale, on observe fréquemment

une accumulation lente et progressive de I'aluminium (Colussi et coll., 1987 ;

Suzuki et coll., 1995) par I'augmentation de I'aluminémie et de I'imprégnation

aluminique osseuse (Goodman et coll., 1984a ; Malluche et coll., 1987 ; Ott et

coll., 1987). Un cas d.'ostéomalacie a été décrit chez un sujet avec une fonction

rénale normale provoquée par une automédication avec un anti-acide à base

d.'hydroxyde de magnésium et d'aluminium. Le patient avait absorbé, en 8 ans,

l'équivalent de 18 kilogrammes d'aluminium et 15 kilogrammes de magnésium

(Woodson, 1998).

L'ostéomalacie a également été reproduite expérimentalement après

administration d'aluminium chez le chien (Good.man et coll., 1984b) ou chez Ie rat

urémique (Chan et coll., 1983 ; Jablonski et coll., 1996).

Des étud.es suggèrent l'influence de I'effet combiné de I'aluminium et du fer

au niveau des fronts de calcification en inhibant I'ostéogénèse (Phelps et coll.,

1988 ; Konishi et coll., 1996). Bushinsky et coll. (1995) ont montrê in uitro que

I'aluminium modifie Ia composition ionique des cellules osseuses en culture en

provoquant un effl.ux massif de sodium, de potassium et de calcium.
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c - L'arthroPathie dialYtique

Les insuffi.sants rénaux chroniques souffrent également de complications

au niveau des articulations. De nombreux facteurs étiologiques ont été proposés

sans pour autant éclaircir les mécanismes de cette pathologie.

Cepend.ant, plusieurs observations semblent impliquer I'aluminium dans Ie

développement de I'arthroPathie :
- I'aluminium s'accumule dans les articulations des hémodialysés

chroniques qui suivent un traitement à base d.e gel d'alumine (Netter et coll.,

1984) et se localise dans le cartilage et le liquide synovial (Netter et coll-, 1991),

- le silicium présent dans Ie liquide synovial favorise les dépôts

d'aluminosilicate à cet endroit (Netter et coll., 1991),

- I'aluminium provoque des lésions au niveau des structures articulaires

par son action directe ou par stimulation de Ia production d'eicosanoide par les

cellules synoviales (Chary-Valckenaere, 1 994),
- d.ans un tissu surchargé en aiuminium, il y a augmentation de ia

prod.uction de radicaux libres d'oxygène qui lèsent les chondrocytes et

dépolymérisent les macromolécules constituant Ie cartilage (Mitrovic et coll.,

1987).

3) Anémie microcvtaire

a - Signes cliniques

L'anémie se caractérise d'abord par Ia pâleur de la peau et des muqueuses,

une fatigue, des essoufflements et des palpitations pour Ie moindre effort. Puis,

I'essoufflement devient permanent et s'accompagne d'une accéIèration du pouls,

d.'oed.èmes dans les membres inférieurs, de céphalées et de vertiges.

b - Anémie et intorication aluminique

Une anémie attribuable à une intoxication aluminique a été décrite chez

des patients hémodialysés présentant une aluminémie supérieure à 250 pg.L-r,

une ostéomalacie et une démence des dialysés. Tous ces patients, bien que

correctement supplémentés en fer, présentaient la même forme d'anémie :

microcytaire et hypochrome qui se surajoute à I'anémie préexistante de

I'insuffi.sant rénal chronique @arkinson et coll., 1981 ; Wills & Savory, 1983 ; Bia

et coll., 1989 ; Caramelo et coll., 1995). Des anémies ont également été observées
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c},;ez les patients urémiques non dialysés mais ingérant des composés

aluminiques (Mc Carthy et coll., 1986).

De plus, la microcytose et I'hypochromie de cette anémie sont réversibles

après arrêt de I'apport aluminique (Short et coll., 1980), alors qu'une

supplémentation en fer sans réduction de I'apport d'aluminium n'améIiore pas

I'anémie. Expérimentalement, I'anémie peut être provoquée, chez Ie rat, en

administrant I'aluminium par voie orale (Chmielnicka et coll., 1994) ou

intrapéritonéale (Kaiser et coII., 1984).

c - Effets hëmatologiques toxiques de l'alutninium

Plusieurs mécanismes ont été proposés sur les mécanismes d'action de

I'aluminium dans I'anémie :

- Influence de l'aluminium sur le métabolisme du fer.

L'éIimination biliaire du fer serait augmentée après injection

intraveineuse d.'aluminium chez Ie rat (Allain et coll., 1988b ). De plus,

I'aluminium et le fer seraient en compétition pour les sites de fixation sur Ia

transferrine sérique (Trapp, 1983).

- Influence de l'aluntinium sur Ia synth'èse de I'h'émoglobine.

L'aluminium, par compétition avec le fer, forme un complexe Al-

Transferrine qui diminue alors I'incorporation du fer dans la structure hémique

de I'hémoglobine (Abreo et coll., 1990a ; Rosenlôf et coll., 1990). L'aluminium

inhiberait donc Ia synthèse de I'hémoglobine (Altman et coll., 1988 ; Zaman et

coll., 1990 ; Chmielnicka et coll;, 1996 ; Lin et coll., 1996). L'aluminium semble

également inhibé in uitro, de façon réversible une enzyme impliquée dans la

biosynthèse hémique : I'acide ô-aminolevulinique déshydratase (ô-ALA

déshydratase) (Schroeder & Caspers, 1996).

- Influence de l'aluminium sur l'érythropoïèse.

L'aluminium inhibe l'érythropoièse chez les patients hémodialysés (Mc

Carthy et coll., 1986) mais aussi chez Ia souris (Garbossa et coll., 1996) et le rat

(Ganchev et coll., 1998) intoxiqués à I'aluminium. Des effets identiques sont

observés in uitro sur d.es cultures de cellules, et seraient d.us à une modification

de Ia capacité de fixation de Ia transferrine. En effet, I'inhibition n'a pas lieu

Iorsque la transferrine est totalement saturée en fer (Mladenovic, 1988). De plus,

l'érythropoTétine ne modifie pas I'action de I'aluminium (Madenovic, 1988 ;

Garbossa et coll., 1994).
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- Influence de l'aluminium sur la destruction des érythrocytes.

L'aluminium favoriserait la destruction des globules rouges en modifiant Ia

fragilité osmotique des cellules, ce qui contribuerait au développement de

I'anémie (Touam et coll., 1983 ; Garbossa et coll., 1996).

4) Pathologies professionnelles

Les pathologies dues à I'aluminium en mileu professionnel, concernent

essentiellement les voies respiratoires :
- I'aluminose est caractérisée par une toux d'essouffl.ement qui peut

conduire à une fibrose interstitielle si la maladie devient chronique,
- Ia maladie de Shaver est caractérisée par un oedème pulmonaire, une

fibrose des parois alvéolaires, une fibrose interstitielle, un emphysème et une

bronchite chronique.

Les ganglions lymphatiques ainsi que les vaisseaux sanguins pulmonaires

présentent aussi une fibrose plus ou moins marquée. Les particules d'aluminium

sont entourées d'amas de tissus fibreux et des macrophages sont présents en

nombre variable autour de ces amas. La toxicité de I'aluminium est due aux

macrophages : I'aluminium contenu d.ans les lysosomes est libéré avec les

enzymes lysosomiales par rupture de la membrane. Le macrophage est alors

digéré et libére des facteurs stimulant Ia formation de collagène par les

fibroblastes. L'aluminium serait donc une substance fibrinogène.

Un cas de fibrose pulmonaire associée à une encéphalopathie après

inhalation d.e poudre d'aluminium a été décrit (Mc Laughlin et coll., 1962).

L'aluminium libéré par les macrophages peut expliquer les concentrations

plasmatiques élevées en aluminium chez les ouvriers travaillant dans I'industrie

de I'aluminium (Schlatter et coll., 1990), et dans ce cas, I'apparition

d'encéphalopathie.

Une fibrose a pu également être reprod.uite expérimentalement chez le rat

par injection intratrachéale de poussières d.'aluminium (Corrin, 1963).

5) Maladie d'Alzheimer

Les problèmes posés par les états démentiels sont devenus une

préoccupation majeure en santé publique du fait du vieillissement de Ia

population. On estime entre 10 et 15% les individus de plus de 65 ans qui

présentent d.es signes d.'évolution d.émentielle (Lamour & Davous, 1983). Le
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terme maladie d'Alzheimer décrit une forme présénile de démence ayant lieu

avant 65 ans (âSe déterminé arbitrairement). Lorsque les symptômes

apparaissent plus tard, on parle de démence sénile de type Alzheimer (Lee,

1e89).

Les d,émences de type Alzheimer sont les démences séniles les plus

fréquemment rencontrées et représentent environ 600/o de I'ensemble des

démences diagnotiquées (Katzman, 1986). Le seul facteur de risque actuellement

identifié est I'âge, avec peut-être aussi I'existence d'antécédents familiaux de

d.émence (Mas et coll., 1987). Les facteurs responsables de la maladie ne sont pas

connus avec cerritude et de nombreuses hypothèses ont été émises à ce sujet,

elles seront exposées plus loin dans ce paragraphe.

a - Les signes cliniques

Les démences de type Alzheimer débutent par des troubles de la mémoire,

d.e I'orientation spatio-temporelle et du comportement. Puis, un affaiblissement

progressif des capacités intellectuelles est observé, accompagné de troubles

aphaso-apraxo-agnosiques, c'est-à-dire des troubles du language et des fonctions

motrices et sensorielles (Wurtman, 1985). L'évolution de la maladie est

irréversible. Les malades d.eviennent ensuite totalement dépendants et décédent

généralement dans les 5 ans.

b - Les signes histoPathologiques

En fait, c'est I'autopsie post-mortem qui permet de déterminer avec

certitud.e que le patient étart atteint de la maladie d'Alzheimer car des

modifications caractéristiques au niveau du cerveau sont observées.

Il y a une perte de poids du cerveau et une dilatation ventriculaire avec

atrophie du cortex (Lamour & Davous, 1983).

A I'examen microscopique, il existe plusieurs anomalies caractéristiques

qui touchent essentiellement le cortex cérébral et I'hippocampe (De Boni et coll.,

1980 ;Wurtman, 1985) :
- accumulation intraneuronale de filaments anormaux entortillés par paire

(nommés dégénérescences neurofi.brillaires) (Defossez et coll., 1986 ; Takeda et

coll., 1991),
- accumulation d'agrégats amorphes de protéine B-amyloïde autour et dans

les vaisseaux sanguins,
- accumulation extracellulaire de foyers dispersés de débris cellulaires et

de protéines p-amyloTd,es : ce sont les plaques séniles (ou neuritiques),
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- dégénérescence de neurones,
- autres phénomènes également observés lors du vieillissement naturel :

modification morphologrque des dendrites, dégénérescence des cellules

pyramidales de I'hippocampe, altération de la chromatine.

c - Les perturbations biochimiques

Par sa constante, le déficit de I'activité de I'acétylcholine-transférase,

e11zyme de synthèse de I'acétylcholine, paraît être un éIément fondamental de la

démence d.'Alzheimer @erry et coll., 1982 et 1983 ; Rossor et coll., L982 ; Yates et

coll., 1982 et 1989). Cette diminution prédomine dans Ie cortex cérébral : cortex

hippocampique, néocortex et amygdale. Outre la diminution de I'activité

enzymatique, le nombre de neurones cholinergiques se raréfie dans le noyau

basal de Meynert (Mc Geer, 1984 ; Bielarczyk et coll., 1998).

L'activité de I'acétylcholinestérase, enzyme d'hydrolyse de I'acétylcholine,

est également inhibée partiellement (dans les noyaux de Meynert) ou totalement

(dans Ie néocortex) (Candy et coll., 1983).

D'autres pathologies biochimiques semblent jouer un rôle important dans

la maladie d'Alzheimer :
- atteintes d.es systèmes noradrénergiques et sérotoninergiques @erger et

coll., 1980 ; Berger, 1984),
- atteinte peptidergique dans le cortex cérébral accompagné d'une baisse

des taux de somatostatine (Rossor et coll., 1980),
- atteinte du métabolisme du glucose (Friedland et coll., 1985 et 1989 ;

Hoyer et coll., 1988 ; Marcus et coII., 1988).

d - Hypothèses sur l'étiologie de Ia maladie d'Alzheimer

- Hypoth.èse infectieuse

II est apparu que Ia maladie d'Alzheimer ressemblait à deux autres

maladies infectieuses, Ie syndrôme de Gerstmann-straiissler et la maladie de

Creutzfeldt-Jakob (Terry, 1982). Cependant, si un agent infectieux étafi

impliqué, la maladie serait transmissible, or les essais de transmission en

laboratoire ont échoué. Cette hypothèse a étê abandonnée.

- Hypothèse génétique

Dans certaines familles, I'incidence de Ia maladie d'Alzheimer est

inhabituellement importante ; cette seule observation indique que certaines
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formes de la ma-ladie, au moins, sont héréditaires. Des études ont proposé que Ie

chromosome 2L pouvait comporter un gène responsable de Ia démence

d'Alzheimer mais David et coll. (1987) ne sont pas parvenus à le localiser.

- Hypotlt èse radicalaire

Cette hypothèse est basée sur le fait que le vieillissement cérébral est

amplifié lors de I'augmentation de la production de radicaux libres.

- Hypothèse métabolique

Des auteurs ont proposé que I'inhibition du métabolisme du glucose

pouvait être impliqué dans Ia dégénérescence des neurones cholinergiques

(Friedland et coll., 1985 ; Hoyer et coll., 1988 ; Mufson et coll., 1989).

- Hypothèse toxicologique

C'est I'observation de dépôts d'aluminium au niveau du cerveau des

patients atteints de la maladie d'Alzheimer qui est à la base de cette hypothèse

(Crapper et coll., 1973 et L976 ; Trapp et coll., 1978 ; Yoshimasu et coll., 1985 ;

Scott et coll., 1993 ; Kawahara et coll., L994 ; Chong & Suh, 1995). De plus, la

teneur en aluminium dans le cerveau augmente avec l'âge tout comme

I'apparition de la maladie d'Alzheimer ((Mc Dermott et coll., 1979). Ainsi la mise

en évidence d'aLuminium dans les plaques séniles (Farrar et coll., 1990) et au

niveau des neurones sièges de Ia dégénérescence neurofibrillaire @erl & Brody,

1980 ; Candy et coll., 1986), ainsi que la connaissance de son rôle dans Ia génèse

des encéphalopathies progressives des dialysés, ont cond.uit à envisager

I'aluminium comme un facteur étiologique possible dans le syndrôme d'Alzheimer

(Birchall et Chappell, 1988a ; Zatta et coll., 1988 et 1995 ; Harrington et coll.,

1994 ; Corain et coll., 1990).

e - Rôle de l'aluminium dans la pathogénèse de la maladie

d'Alzheimer

Le rôle de I'aluminium dans la maladie d'Alzheimer est controversé

(Savory et coll., 1996 ; Lukiw, 1997).

Voyons tout d'abord les éléments qui impliquent I'aluminium dans la

génèse de cette maladie :

- Il existe des similitudes entre les sites d'action de I'aluminium et les

régions néocorticales et hippocampiques (Corrigan et coll., 1993) affectées dans la
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maladie d.'Æzheimer (Andrasi et coll., 1995). L'aluminium, complexé à I'acide

glutamique, franchirait la barrière hémato-encéphalique et se fixerait dans le

cortex cérébral et I'hippocampe riche en terminaisons glutaminergiques (Iluguet

et coll., 1g91 et 1993). Des intoxications provoquées expérimentalement chez le

chat ou le lapin sont suivies de lésions neuronales comparables aux

dégénérescences neurofibrillaires observées dans la maladie (Crapper & Dalton,

I973a et b ; King et coll., 1975 ; Bugiani & Ghetti, 1982 ; Wisniewski et coll.,

1982 ; Shin et coll., 1995).

- Zapatero et coll. (1995) observent une concentration sérique en

aluminium positivement corrélée avec l'âge des individus (individus sains). IIs

montrent également que cette concentration est significativement plus éIevée

chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer que chez des malades

atteints d,'autres démences séniles ou chez les sujets sains.

- La maladie d'Alzheimer est caractérisée par la présence de plaques

amyloTd.es. Ces plaques amyloides contiendraient de I'aluminium et du silicium

sous forme d.'aluminosilicate (Candy et coll., 1986 ; Good et coll., L992 ; Good &

PerI, 1993 ; Kruck, 1993 ; Hollosi et coll., 1994 ;Fasman et coll., 1995 ; Tokutake

et coll., 1995).

- L'aluminium, aux concentrations équivalentes à celles dosées dans Ie

cerveau de patients souffrant de Ia maladie d'Alzheimer, provoque des

perturbations cellulaires et biochimiques (Suarez Fernandez et coll., 1996). Une

intoxication chronique chez le rat modifie la perméabilité de Ia barrière hémato-

encéphalique permettant I'accumulation de I'aluminium dans le cerveau et

entraînant d.es troubles neurologiques tels que tremblements, perte d.'équilibre,

convulsions... (Deloncle et coll., 1995 ; Sahin et coll., 1995b). Des expériences in

uitro ont montré qu'une brève exposition à I'aluminium a une action toxique pour

Ies neurones de I'hippocampe de rat @renner & Yoon, 1994). L'aluminium aurait

également une action neurotoxique sur ces neurones, réversible à faible

concentration, et irréversible à des concentrations plus élevées en provoquant

une dégénérescence neuronale (Platt et coll., 1994).

L'aluminium a également une action neurotoxique sur les cellules cérébrales

embryonnaires en modifiant le cytosquelette de façon comparable aux

modifications intervenant d.ans la maladie d'Alzheimer @ia Muller & Bruinink,

1gg4) et en provoquant I'aggrégation et la stabilisation de protéines p-amyloïdes

(Kurod.a et coll., 1995 ; Vyas & Duffy, lggSa et b). L'aluminium serait fixé dans

Ies dé générescences neurofibrillaires intraneuronales (Sherrard, 199 1).
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- Plusieurs études épidémiologiques se sont intéressées à I'aluminium et

son incid.ence sur la maladie d'Alzheimer (IIenderson, 1986 ; Crapper Mc Lachlan

et coll., 1991 ; Rogers & Simon, 1999). Dans une étude britannique, Martyn et

coll. (1989) ont montré que dans les régions où la teneur aluminique d,e I'eau est

supérieure à 110 pg.L-l, I'incidence de la maladie d'Alzheimer est multiplié par

1,5 en comparaison avec les régions où I'eau contient moins de 10 Fg.L-t

d'aluminium. Des conclusions identiques impliquant I'aluminium de I'eau de

boisson dans la maladie ont été obtenues en Norvège (Flaten, 1987 et 1990) et au

Canad,a CNeri & Hewitt, 1991 ; Forbes & Mc Lachlan, 1996). Des études

épidémiologiques suite à I'exposition prolongée à I'aluminium concluent que

I'aluminium peut intervenir dans le développement de Ia maladie d'Alzheimer

(Candy et coll., 1992b ; Harrington et coll., 1994). De même, une exposition à

I'aluminium dans les antitranspirants et les antiacides augmenterait les risques

de déclencher une démence d'Alzheimer (Graves et coll., 1990).

Une étude (Jacqmin-Gadda et coll., 1996) a établi un lien entre les concentrations

en aluminium et en silicium des eaux d.e boisson et la santé mentale de

personnes âgées. II semblerait que I'aluminium ait un effet délétère lorsque le

taux de silicium est faible alors que son effet serait protecteur en présence d'un

pH et d'une concentration en silicium élevés.

- L'aluminium peut conduire à générer des radicaux libres @vans et coll.,

1g8g & 1992) qui a été évoqué comme un mécanisme pathogène possible dans Ie

développement de Ia maladie d'Alzheimer.

En regard de ces observations, il existe des études qui écartent la

possibilité que I'aluminium soit impliqué dans la maladie d'Alzheimer :

- les valeurs cérébrales en aluminium trouvées chez les patients

atteints de Ia maladie d'Alzheimer seraient dues à I'âge et ne serait pas

différentes de celles mesurées chez des témoins (Mc Dermott et coll., 1978 ;

Markesbery et coll., 1981 ; Bjertness et coll., 1996). D'autres auteurs montrent

également que ces concentrations sont largement inférieures à celles des patients

dialysés décédés d'encéphalopathie progressive (Yates et coll., 1980). Il n'y a pas

de différence non plus entre les concentrations aluminiques de liquides

biologiques (urine, sang, Iiquide céphalorachidien) chez les malades atteints de la

maladie d'Alzheimer et les témoins @ailler et coll., 1995),
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- I'injection intracranienne d'aluminium chez le rat ne provoque pas

de dégénérescence neurofibrillaire d.ans les études de King et coll. (1975). Bien

que Ia présence d'aluminium dans des cultures de cellules cérébrales humaines

induise des dégénérescences neurofi.brillaires, elles sont moryhologiquement

différentes d.e celles observées d.ans Ia maladie d'Alzheimer @e Boni et coll.,

1980),

- une étude attribue la présence d'aluminium détectée dans les

plaques amyloides à une contamination des réactifs utilisés pour le dosage

(Landsberg et coll., 1992),

- certaines études épidémiologiques portant sur I'eau d.e boisson

(Wettstein et coll., 1991), sur le milieu professionnel (Salib & Hillier, 1996) ou sur

I'absorption d'aluminium pour lutter contre Ia silicose @ifat et coll., 1990), n'ont

pas pu mettre en évidence un lien entre I'aluminium et Ia maladie d'Alzheimer,

- Ia présence d'al,uminium ne serait pas nécessaire à produire les

manifestations histologiques rencontrées dans Ie cerveau des malades (Jacobs et

coll., 1989) et lorsque I'aluminium est présent dans le tissu cérébral, il ne serait

pas forcément responsable des modifications cellulaires (Kasa et coll., 1995).

En conclusion, il existe de nombreuses observations indiquant que

I'aluminium peut être un des facteurs de prédisposition dans la maladie

d,'Alzheimer mais beaucoup de questions restent encore sans réponse et certaines

études sont contradictoires (Armstrong et coll., 1996 ; Uchida & Nagai, 1997). La

maladie d'Alzheimer résultent sans doute de plusieurs facteurs génétiques etlou

environnementaux (Tzourio et coll., 1991). Ainsi, la participation de I'aluminium

ne peut pas être ignorée, surtout depuis que I'on connait ses effets neurotoxiques.

6) Sr:l êrose latérale a rn votronhique et maladiede farktIrsgtl

Vers les années 1960, on nota I'apparition

les habitants de l'île de Guam (Archipel des îles

maladies neurologiques chroniques :
- la sclérose latérale amyotrophique (SLA)

- une pathologie mélangeant les signes

Parkinson et de démence sénile.

avec une forte

Mariannes) de

fréquence, chez

deux formes de

cliniques de la maladie de
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L'incidence était de 50 à 100 fois supérieure à celle des Etats-Unis et un

habitant sur 5 décédait des suites d.e ces maladies. La forme de SLA débutait

avant I'âge de 35 ans et les malad.es décédaient vers 50 ans, Ia maladie de type

parkinson se déclarant vers 40 ans. Par la suite, on détecta ces pathologies dans

deux autres régions : la péninsule de Kii au Japon et dans I'Ouest de Ia Nouvelle

Guinée.

a - Signes cliniques et histologiques de la SLA

- Dégénérescence neurofibrillaire progressive des neurones de Ia corne

antérieure de la moëlle épinière et des motoneurones du cerveau,

- atrophie progressive des muscles des membres supérieurs,

- fibrillations des muscles des membres supérieurs aboutissant à une

paraplégie spastique,
- p aralysie labio- glosso-laryn gée pro gtessive -

b - Signes cliniques et histologiques de la maladie de

Parhinson

- Dégénérescence neurofibrillaire du corps strié et du locus niger,

- tremblements lents et persistants au repos des mains et de la tête,

- akinésie : faciès fi.gé, marche à petits pas lents, corps fléchi en avant,

microgtaphie, voix monotone,
- troubles végétatifs (salivation exagérée, sudation...) et troubles de

I' affectivité (dép ression).

c - Hypothèses sur I'étiologie de ces rnaladies

De nombreuses recherches ont tenté d'élucider Ia cause de ces pathologies

endémiques et de résoudre ainsi le problème étiologique de la SLA classique.

Malgré ces travaux, I'origine de ces maladies reste encore inconnue. Une des

hypothèses émises est I'intervention d.'un facteur environnemental toxique qui

pourrait être I'aluminium.

D'un point de vue géologique, l'ile de Guam, la Nouvelle-Guinée et la

péninsule de Kii ont des sols riches en aluminium et en manganèse, et pauvre en

calcium. Des analyses ont relevé des concentrations de 100 à 400 Fg Al.L-t dans

I'eau de I'île de Guam.
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D'un point de vue cytologique, des concentrations en aluminium

anormal,ement élevées sont détectées dans Ie cerveau et la moëIle épinière des

patients décédés de SLA (Garruto et coll., 1990). De plus, I'aluminium s'accumule

d.ans Ie noyau et le péricaryon d.es neurones GerI et coll., 1932). Une étude

récente n'a cependant pas observé d'accumulation d'aluminium dans Ia moelle

épiniére de patients atteints d.e SLA classique alors que c'est Ie cas chez les

patients guamaniens (Kasarskis et coll., 1995).

Expérimentalement, d.es ânes et des singes ont été nourris avec un régime

carencé en calcium et magnésium mais supplémenté en aluminium. Après un an,

I'autopsie arêvêIê une dégénérescence neurofibrillaire des neurones de la moëlle

épinière et un gonflement des axones. Cependant, Ies concentrations aluminiques

d.ans les tissus nerveux ne sont pas significativement supérieures à celles d-es

témoins (Garruto et coll., 1989 ; Yoshida et coll., 1990). L'aluminium induit chez

Ie lapin une phosphorylation des protéines qui conduit à une dégradation et une

accumulation des neurofilaments de façon similaire à celle rencontrée dans Ia

SLA (Strong, 1994).

Les malades atteints de SLA présentent un taux sérique en parathormone

environ 3 fois supérieur à Ia normale et la parathormone est connue pour

augmenter I'absorption de I'aluminium (Yase, 1980).

Pour la maladie de Parkinson, de fortes concentrations d'aluminium et de

fer ont été dosées dans les corps de Luys du cerveau @exter et coll-, 1989 ;

Riederer et coll., 1989;Hirsch et coll., 1991). Une baisse du taux cérébral de

magnésium associé à une augmentation des taux aluminiques du locus migra, du

noyau caudé, du pallidum et de la substance grise ont également êté mises en

évidence (Yasui et coll., 1992).

L'implication des métaux dans la pathogénèse de ces maladies n'a pas été

clairement démontrée. De plus, à I'heure actuelle I'incidence de Ia SLA et de Ia

d.émence de type Parkinson a fortement diminuée dans les régions touchées, ce

qui signale que plusieurs facteurs environnementaux doivent intervenir d-ans le

d.éclenchement de ces maladies.
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III - Tératogênicité, mutagénicit ê et carcinogénicité

L'aluminium et ses sels ne constituent pas un réel risque carcinogène,

mutagène ou tératogène, excepté peut-être dans les cas de fortes expositions

(Léonard & Gerber, 1988).

1) Tératosénicité de I'aluminium

Les effets tératogènes de I'aluminium chez les oiseaux et les mammifères

varient selon la dose ad.ministrée, la voie d'administration et le moment dans le

développement embryonnaire où a lieu le traitement.

Les composés aLuminiques inhibent la division cellulaire des mammifères

(Gelfant, 1963 ; Yao et coll. 1994). Les effets embryotoxiques de I'aluminium

pourraient être causés par différentes interactions de I'aluminium sur les

constituants cellulaires :
- I'aluminium, en se liant à la chromatine peut augmenter la synthèse

protéique et diminuer Ia quantité d'ARN ribosomique nucléaire (De Boni et coll.,

I974; Miller & Levine, 1974),
- I'aluminium interfère avec Ia polymérisation des microtubules @onhaus

et coll., 1978),
- I'al.uminium interfère avec les processus métaboliques du phosphore et du

calcium d.ont les rôles sont importants dans le développement embryonnaire

(Ondreicka et coll., 1966 ; Wide, 1984).

Chez Ie poulet, I'injection de chlorure d'aluminium dans la poche d'air des

oeufs (à des doses de 3 à 18 mg par oeufl montre une baisse du pourcentage de

survie embryonnaire qui est dose-dépendante. Les embryons sont moins sensibles

à I'injection de I'aluminium dans les premiers jours d'incubation (Gilani &

Chatzinoff, 1981 ; Scheuhammer, 1987). Des embryons traités par du citrate

d'aluminium, du 8ème au 16ème jour d.'incubation, développent une

malformation osseuse (tibia et fémur) persistante (Firling et coll., 1994).

Chez le rat, I'exposition ora-Le, à 1 000 ppm de chlorure d'aluminium, de

mères gestantes, entre le 6ème et le 19ème jour de gestation (période de

I'organogénèse), entraîne une augmentation de I'embryolétalité (Mc Cormack et

coll., 1979). Une ingestion excessive d'aluminium est un facteur de risque d'e

malformations du tube neural, d.e retard de croissance du fætus et de morts

périnatales (Lin et coll., 1997).
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Des étud.es d'intoxication au lactate d'aluminium ou au chlorure d'aluminium sur

d.es rates gestantes à différentes périodes de Ia gestation mettent en évidence un

retard dans le développement neuromoteur des petits @ernuzzi et coll., 1989a ;

Muller et coll., 1990). L'injection intrapéritonéale d'une dose de 40 mg.kg'l de

chlorure d'aluminium à des rates (du 9ème au 13ème jour de gestation) ne

provoque pas de diminution de poids d.es foetus, ni de mort ou d'anormalités.

L'injection intrapéritonéale chronique de chlorure d'aluminium à des doses de 75,

100 ou 200 mg.kr-r pend,ant 5 jours de gestation, entraîne une fréquence élevée

d.e morta-Iité chez les mères et les foetus, un retard pondéral et un retard de la

croissance osseuse chez les jeunes (Benett et coll., 1975). L'injection de lactate

d'aluminium (400 pmol.kg-l) chez le lapin du 2ème au 27ème jour de gestation

augmente le taux d.e mortalité périnatal (Yokel, 1985). Aucun signe de toxicité

chez Ia souris gestante, ni chez leurs foetus, n'a êté observé après un traitement à

I'hydroxyde d'aluminium, seul ou associé à de I'acide ascorbique (Colomina et

coll., 1994) . Chez le rat, I'aluminium passerait également Ia barrière placentaire

après exposition transcutanée de la mère au chlorure d'al'uminium (Anane et

coll., 1997).

Chez Ia femme enceinte absorbant des antiacides contenant de

I'aluminium pend.ant la grossesse, aucune hyperaluminémie n'a été observée chez

les nouveaux-nés (Weberg et coll., 1985).

2) Mutasénicité de I'aluminium

Le sulfate d'aluminium à des concentrations comprises entre 20 pmol.L-l et

150 pmol.L'l ne modifie pas la synthèse in uitro d'ADN (Sirover & Loeb, 1976). La

dépurination d,e I'ADN serait un mécanisme de mutagénicité pour de nombreux

agents chimiques (Loeb, 1985) ; or le chlorure d'aluminium à des concentrations

d,e 0,01 à 0,1 mmol.L'r n'ind.uit pas ce mécanisme (Schaaper et coll., 1987).

Cependant, I'effet mutagène a étê montré sur des souches ùe Rh'izobiurn

qui d.éveloppent une résistance à Ia rifampicine (Octive et coll., 1991). Le chlorure

d'aluminium et le sulfat d'aluminium à une concentration de 0,9 mmol.L-l

provoque d.es mortifications morphologiques des ..i1r.,1". embryonnaires

d'hamster Syrian @iPaolo & Casto, 1979). Des abbérations chromosomiques sont

apparues dans les spermatocytes de sauterelles Phloeoba Antennata ayant

absorbé une alimentation supplémentée en chlorure d'aluminium pendant 48 à

60 heures (Manna & Parida, 1965). Des abbérations structurales

chromosomiques ont également été observées dans les cellules d'e la moëlle

osseuse de souris après injection de chlorure d'aluminium (Manna & Das, 1972).
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3) Carcinosénicité de I'aluminium

L'implantation de disques aluminiques d.ans I'organisme de rats peut

entraîner des effets carcinogènes (O'Hara & Brown, L967 ; Wagner et coll., 1973 ;

Krueger et coll., 1934). L'implantation de fibres d'aluminium est sans effet

(Stanton, I974;Pigott & Ishmael, 1981). La dimension de I'implant, plutôt que la

composition chimique influence Ia carcinogénicité (Bischoff & Bryson, 1964 ;

Krueger et coll., 1934). L'aluminium sous forme de poudre, administré par

différentes voies à des animaux (rats, lapins, souris, cochons) entraîne des effets

carcinogènes (Furst & Haro, 1969 ; Shabik & Hartwell, 1969 ; Furst, 1971).

L'injection subcutanée de phtalocyanine d'aluminium chez Ia souris est sans effet

(Iladdow & Horning, 1960).

Le dextran d'aluminium semblerait avoir des effets anti-carcinogène (Von

Metzler, 1970). De même, une dose de 150 mg.kg-r de nitrate d.'aluminium réduit

la croissance de carcinosarcomes implantés chezle rat (Hart & Adamson, 1971 ;

Ad.amson et coll., 1975). Cet effet a été observé pour le nitrate, le chlorure et le

sulfate d.'aluminium.

Aucune évidence épidémiologique n'a prouvé Ie risque d.e carcinogénicité Lié à une

exposition de I'homme à I'aluminium.
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TRAITEMENT DE L'INTOXICATION ALUMINIQUE

La prévention reste la façon Ia plus efËcace d éviter une intoxication

aluminique.

Dans le milieu professionnel, Ies locaux doivent être équipés dune aération

correcte et frltrant les rejets atmosphériques, Ies eaux usées d.oivent avoir subi

une décantation, les ouvriers doivent être munis de masques filtrants et avoir

une surveillance médicale régulière.

Au niveau thérapeutique, malgré la réduction de la quantité de composés

aluminiques prescrite pour le traitement de l'hyperphosphatémie et de la teneur

en aluminium des eaux de dialyse par les systèmes de déminéralisation ou

dosmose inverse, Ie risque dintoxication aluminique persiste toujours chez les

insuffisants rénaux chroniques (Ackrill & Day, 1985). Dans ce cas, l'élimination

de la surcharge aluminique nécessite un traitement par un chélateur qui va

délocaliser l'aLuminium d.es tissus . Hodge et coll (19S1) ont montré que, pendant

Ia dialyse, de faibles quantités d aluminium (environ 100 pg Al.H -1) peuvent être

mobilisées sans utiliser de chélateurs. Cependant lorsque les patients montrent

d.es signes cliniques révélant une intoxication aluminique de plusieurs années,

un traitement s'impose car les séances de dialyse restent ineffi.caces face aux

fortes teneurs tissulaires en aluminium (Ackrill et coll, 1986).

Le complexant de I'aluminium, capable de diffuser dans tous les

compartiments de l'organisme et d.e déplacer Ie métal des tissus est un

complexant des ions trivalents, notamment utilisé dans le traitement de

surcharge en fer : le Desféral ou desferrioxamine B (DFO). (Baker et coll, 1976 ;

Ackrill et coll, 1980 et 1986 ; Ackrill & Day, 1984 et 1993). Le DFO chélate

I'aluminium, forme un complexe stable ultrefi'ltrable (poids moléculaire de 650)

qui augmente la concentration plasmatique en aluminium en mobilisant le métal

des tissus et est étiminé par la dialyse (Malluche et coll, 1984 ; Gomez et coll,

1994).
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Le DFO est utilisé dans deux cas :
- le diagnostic dune surcharge aluminique d.ans les tissus. L'injection

intraveineuse de DFO augmente l'aluminémie en 48 heures, un dosage de

l'aluminium plasmatique révéIant un pic de cette concentration indique une

intoxication chez le patient (Simon et coll, 1982),
- le traitement lors de complications liées à une intoxication

aluminique. En effet, le DFO a étê utilisé avec succès dans Ie traitement des

encéphalopathies des dialysés (Arze et coll, 1981 ; Milne et coll, 1983 ; Mc Carthy

et coll, 1990), d.e l'ostéomalacie (Ackrill et coll, 1982 ; Charhon et coll, 1986 et

1988 ; Felsenfeld et coll, 1989 ; Brown et coll, 1982), danémie (Ackritl et coll,

1986 : fielemans et coll, 1985).

Bien que le DFO soit largement utilisé, ce traitement n'est pas dépourvu

d effets secondaires gïaves : chocs anaphylactiques, neurotoxicité auditive et

visuelle, douleurs abd.ominales, hypotension, arrêt cardiaque, convulsions,

thrombocytopénies, déplétions en cuivre et en fer, septicémies ffiIIer et coll,

1981 ; Walker et coll, 1985 ; Estrov et coII, 1988 ; Freedman et coll, 1988 ; Cases

et coll, 1990 ; Ackrill & Day, 1993 ;). Ainsi ses complications impliquent une

utilisation restreinte du DFO et les recherches s'orientent vers de nouveaux

composés susceptibles de remplacer cette molécule @omingo et coll, 1986 et 1988

; Graff et coll, (1995 a). Les expériences récentes in uitro et in uiuo , chez le rat, de

Graff et coll. (1995 b) montrent que I'HEDTA (acide N-(2-hydroxyéthyl)

éthylènediamine triacétique) présenterait des caractéristiques intéressantes pour

Ie traitement de I'accumulation aluminique en remplacement du DFO.
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GHAPITRE II:

ETUDE EXPERIMENTALE



t21

PROTOCOLE GENERAL

Dans ce chapitre sont rappelées certaines données communes aux divers

protocoles expérimentaux rencontrés ultérieurement.

1) Les animaux

Les expériences sont réalisées sur des rats mâles (Rattus noruegicus), de

souche Wistar, non consanguins et indemnes dorganismes pathogènes. Ces

animaux proviennent du centre délevage agrêé lffa-Crédo Q'Abresle, France).

Les animaux sont installés, dès leur arrivée, à I'Animalerie Centrale de la

Faculté de Médecine (Université H. Poincaré, Nancy t). Ils sont placés dans des

cages individuelles en plastique (43 x 28 x 15 cm )dans une salle dont I'air est

conditionné et Ia température constante 21 + 1"C.L'éclairage circadien est fixe :

alternance de 12 heures de lumière et de 12 heures d obscurité.

Les rats sont nouris ad libiturn avec des croquettes standards @xtra-

Labo, Provins, France) et de I'eau.

Avant le début de toute expérimentation, les animaux sont acclimatés au

minimum 5 jours.

2) Détermination de I'osmolarité des solutions

Toutes les solutions utilisées pour les études in uitro d'intestin isolé ou in

ujuo d'intestin perfusé ont leur osmolarité vérifiée. En effet, afin de ne pas

influencer les phénomènes de diffirsion régis par les lois de I'osmose, Ies solutions

utilisées doivent être dosmolarité comparable et iso-osmotiques.

La mesure de I'osmolalité se fait à l'aide d'un osmomètre cryoscopique

(semi-micro-osmomètre type ML, Knauer). Compte- tenu de la masse volumique

de l'eau à 25"C qui est de 0, 99707 kg.L't (llandbook of Chemistry and Physics,

1967), nous pouvons confondre osmolarité et osmolalité.
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La pression osmotique est la pression qu'exercent les molécules en solution

sur les parois d.u récipient q.ui les contient, elle est proportionnelle à Ia

diminution du point de congéIation de Ia solution. Les fi.gures 5 a et b

représentent les courbes de température / temps pour I'eau pure et pour une

solution sa-Iine. Pour une solution, la température de congélation est inférieure à

0"C. La diminution d.u point de congéIation ( ̂ T ) est la mesure de l'osmolarité de

Ia solution.

Température
("c)

l 0

Temps (min)

Figure 5 a : Courbe température / temps pour de I'eau pure (solvant).

Température
('c)

l 0

Tunps (mrn)

FigUre 5 b : Courbe température / temps pour une solution saline.
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3) Ultrafiltration des solutions

I'ultrqfilfration est utilisée pour séparer selon leur masse des molécules

contenues dans une solution.

Dans l'ultrafiltration, on ne récupère que les molécules libres ou les

composés complexes de masses inférieures à Ia masse de rupture. Appliquée aux

solutions d.'aluminium (ou aux solutions métalliques en général ), cette technique

nous permettra de détecter Ia présence de précipités d.hydroxyde d'aluminium

insolubles et non ultrafiltrables.

Pri.ncipe:

On utfise des tubes Centrisart (I SM 13 239 E, Sartorius) ayant une

membrane séIective des masses de 10 000 daltons.

membrane
s é l e c t i v e

1

C e n t r i f  u g a t i o n
à  3 0 0 0  g

3

Figure 6 : Principe de I'ultraflltration sur tube Centrisart

M i s e  e n  p l a c e
de Ia  membrane
s é  I e c t i v e

2

P r é l é v e m e n t  d e
I ' u l t r a f i l t r a t
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Un volume d.e 2 mL de solution est placé dans le tube d'ultrafiltration puis

centrifugé à 3000 g pendant 30 minutes. Sous Ia force centrifuge, le petit tube

supérieur s'enfonce, obligeant le liquide à passer à travers Ia membrane sélective

des masses. On récupère alors, d.ans le tube supérieur, l'ultrafiltrat contenant

I'aluminium non précipité et cette solution est dosée par spectrophotomètre

d'émission atomique.

4) Déterrmination analvtique de I'aluminium

Tous les dosages de I'aluminium ont été réalisés au laboratoire à l'aide

d.'un spectrophotomètre d'émission atomique à plasma dargon (SEA-DCP).

a - Principe

Cette technique analytique est basée sur la mesure de Ia lumière émise

après excitation des éléments introduits dans un plasma d'argon. En effet, lors

dun apport extérieur dénergie, les atomes passent de l'état fondamental à I'état

excité. En revenant à leur état initial, les atomes restituent l'énergie sous forme

de rayonnement dont la longueur donde est spécifique de l'élément. L'intensité

de ce rayonnement est proportionnelle à la concentration de l'éIément. Pour nos

dosages d'aluminium, nous avons utilisé, parmi les différentes raies de I'éIément,

celle qui est adaptée aux milieux biologiques à forte matrice organique et qui est

de 396,15 nm.

Pour certains éléments, une excitation à basse énergie suffi.t mais dans le

cas de I'aluminium et dautres atomes plus difficilement excitables, une

excitation à haute énergie est nécessaire et obtenue avec la technique de

spectrophotométrie d'émission à plasma d'argon.

Les échantillons à doser sont introduits sous forme daérosol dans un flux

d'argon porté à une très haute température (7 000 à 8 000"C) créée par un arc

éIectrique à l'aide de trois électrodes (une cathode en tungstène et deux anodes

en graphite). Cet arc électrique apporte les conditions suffrsantes pour la

dissociation des molécules de l'échantillon et pour l'excitation des atomes.

b - Auantages de Ia méthode de dosage

L'intérêt de cette méthode analytique pour le dosage de I'aluminium

est Iié à plusieurs points :
- Ia température utilisée comme source dexcitation est suffi.samment

élevée pour permettre la rupture de toutes les liaisons chimiques et c'est donc Ia
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totalité de l'élément sous sa forme atomique qui est dosé: c'est une méthode

analytique très précise,
- Ia limite de détection est très basse et atteint 5 à 6 ppb, même dans

un milieu biologique à forte matrice organique,
- Ia méthode présente une linéarité correcte, ce qui permet de réaliser

des dosages dans une gamme de concentration étendue,

- Ies mesures sont très reproductibles et les déviations standards de

l'ordre de quelques pg.L-l.

c - Préparations des échantillons biologiques et étalonnage de

I'appareil

Pour effectuer le dosage des éléments contenus dans différents tissus

biologiques, une solubfisation préalable de ces organes est nécessaire. Ainsi

après avoir prélevé les organes sur I'animal, ceux-ci sont soigneusement rincés

dans une solution physiologique puis séchés. IIs sont ensuite pesés, et placés en

contact avec un volume déterminé d'acid.e nitrique suprapur à 65 o/o (MercD dont

Ie volume dépend de l'organe (tableau 5). Le mélange est ensuite chauffé sur un

bain de sable de Fontainebleau aux environs de 70"C jusqu'à complète

solubilisation d.es tissus. Cette opération est réalisée dans des fioles en quartz

afin d'éviter les contaminations aluminiques dues à Ia composition du récipient.

Le minérafisat est ensuite dilué avec de l'eau distillée (tableau 5) et le volume

frnal est déterminé avec précision.

L'étalonnage du spectrophotomètre se fait à I'aide de d.eux solutions

aqueuses acidifiées : un point haut (avec un ajout correspondant à une

concentration maximum de I'éIément) et un point bas (de concentration nulle en

élément).
Le dosage des éIéments dans le mi-lieu sanguin est réalisé sur la fraction

plasmatique. Le sang total est centrifugé à 3000 g pendant 3 minutes

(Centrifugeuse type Labofuge 2000, Heraeus Sepatech) et Ie plasma est prélevé.

A 1 mI de plasma est ajouté 50 pL de Triton à0,5yo @rolabo), 200 pL de chlorure

de césium à 200 pg.L't suprapur (Merck).

L'étalonnage de I'appareil de dosage est effectué à l'aide de plasma de

bovin en provenance des abattoirs de Mirecourt. Le point haut est à une

concentration aluminique de 500 ppb et Ie point bas de 0 ppb, à ces solutions

étalons sont ajoutés également dans les mêmes proportions du chlorure de

césium et du triton à0,5 %.
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La teneur résiduelle en aluminium du plasma de bovin est déterminée, au

préalable, par comparaison avec une solution de liquide physiologique.

Tableau 5 : Volumes d'acide nitrique et d.'eau utilisés pour la solubilisation de

différents organes.

Avant solubilisation Après solubilisation

Organes

Volume d'acide nitrique Volume d'eau

(mI) (mD

Sang total (pour 1 mI)

Intestin

Duodénum

Jéjunum

IIéon

Scrapping

Cerveau

Reins

Rate

Foie

Poumons

Fémur

1

I

1

I

2

3
,

10
,

2

3

3

3

3

3

D

3

20

3

D

d - Dosage d'autres éléments

Dans les protocoles expérimentaux, d'autres éléments sont dosés par la

technique analytique de spectrophotométrie d'émission atomique à plasma

dargon.

La préparation des échantillons tissulaires est identique à celle réalisée

pour le dosage de l'aluminium. Par contre, le dosage plasmatique ne nécessite ni

ajout de triton ni ajout de chlorure de césium. L'étalonnage se fait selon Ie même

principe que pour l'aluminium: un point haut, un point bas et un point

intermédiaire.

Les différents éIéments et les longueurs d'ond.e utilisées pour les dosages

sont énumérés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 6 : Caractéristiques spectrométriques des éléments chimiques utiJisées

pour I'étude erçérimentale.

EIéments Longueur Zone de Limite de détection

Chimiques donde (nm) Linéarité (mg/I) (pg/I)

Aluminium

Calcium

Chrome

Fer

Magnésium

Phosphore

Potassium

Sodium

Yttrium

396,15

393,37

425,43

371,99

279,55

2L3,62

404,4r

589,59

371,03

0,02-100

0,007-10

0,02-100

0,05-1000

0,002-60

0,9-1000

9-100

0,03-10

0,02-100

2,0

0,7

2,0

5,0

0,2

90,0

900,0

3,0

2,0

5) Traitement des données

Les valeurs sont exprimées sous la forme moyenne: + écart-type (m t s).

Dans les figures (histogrammes et courbes) et dans les tableaux, Ies résultats

pourront être exprimés en : moyenne + écart-type ou moyenne * s.e.m. (standard

error of the mean ou écart-type de Ia moyenne). L'écart-type de Ia moyenne est

ttéfi.ni par sln-Itz (avec s, I'écart-type de l'échantillon, et, n, Ie nombre

d'échantillon).
Le traitement statistique des données (n<30) est réalisé par l'utiJisation

des méthodes paramétriques sous I'hypothèse de la normalité de Ia distribution

des paramètres étudiés. Les échantillons sont indépendants. Un test préIiminaire

de vérification de lhomogénéité d.es variances (Test de Bartlett) est réalisé. Puis

les données sont étudiées par :
- une analyse de variance multifactorielle ANOVA (analyse globale

mettant en évidence des différences significatives entre les moyennes). Si le test

d'ANOVA révèIe une hétérogénéité entre les groupe.s expérimentaux, les

comparaisons intergroupes sont réalisées à l'aide du test paramétrique de Fisher.

- un test-t de Student

L'hypothèse nulle est rejetée lorsque sa probabilité d occurrence ne dépasse pas

5%(p<0,05) .
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En ce qui concerne les études in uitro du péristaltisme intestinal, Ies

comparaisons densemble des différents groupes sont réalisées par un test non-

paramétrique : le test U de Mann-Whitney.

Le traitement informatique des données a été effectué au laboratoire

sur un micro-ordinateur PC, équipé du logiciel STATMEW Version 4.5 (1992-

1996).
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PREMIERE PARTIE

EFFET DE L'ALUMINIUM ET D'AUTRES METAIJX
SUR LE MUSCLE LISSE INTESTINAL

I - Introduction

L'aluminium est reconnu comme pouvant exercer des effets toxiques par

I'intermédiaire de composés absorbés par voie oral,e, en particulier chez les

individus présentant un dysfonctionnement rénal chronique (Alfrey et coll., 1972

et 1976 ; Starkey, 1987). En effet, des taux éIevés d'aluminium dans le cerveau et

Ies os ont êté associés à diverses pathologies neurologiques et lésions

ostéodystrophiques chez des patients urémiques hémodialysés (Ott et coll., f 982 ;

Wills & Savory, 1983).

Actuellement, le problème de la toxicité aluminique reste entier,

notamment chez les dialysés car des composés d. aluminium sont prescrits pour

complexer les phosphates sous forme de précipités insolubles et lutter ainsi

contre I'hyperahosphatémie de ces patients. L'aluminium administré par voie

orale peut donc traverser la barrière intestinale vers Ie compartiment sanguin et

se fixer dans les tissus. L'élimination du métal est discontinue et incomplète lors

des séances de dialyse, ainsi I'aluminium va s'accumuler lentement dans

I'organisme et provoquer d.es effets toxiques. De même, I'aluminium contenu dans

I'alimentation peut représenter un apport non négligeable. La voie intestinale

reste donc une voie importante pour Ia pénétration de l'aluminium d.ans le milieu

intérieur. Cependant, il existe peu d'informations disponibles concernant les

facteurs qui contrôlent l'absorption à travers le tractus gastro-intestinal

d éléments minéraux non-essentiels et potentiellement toxiques, tel que

l'aluminium. De plus, les études biologiques entreprises pour caractériser Ie

comportement de l'aluminium au niveau gastro-intestinal se heurtent à des

difficultés inhérentes à ce métal : I'aluminium ne possède pas disotope radioactif
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convenable pour les étud.es expérimentales et I'aluminium forme des complexes

insolubles dhydroxydes au pH physiologique @aes & Mesmer, 1976). Ceci accroît

la difficulté de mise en place et d'interprétations des études in uitro. Il a

cependant êté établi que plusieurs facteurs peuvent influencer I'absorption

intestinale des composés aluminiques tel que Ia solubilité de l'espèce chimique, Ia

complexation avec d'autres molécules ou Ie pH intraluminal (Van der Voet, 1992 ;

Greger, 1993). D'autres facteurs, comme le temps de contact entre le métal et les

villosités de la surface intestinale, peuvent modifier l'absorption de l'aluminium.

Cette période de contact est directement liée aux mouvements de l'intestin.

Le présent travail s'est attaché à mettre en évidence l'influence de

I'aluminium sur I'activité péristaltique de l'intestin chez le rat. En plus de

l'aluminium, I'inlluence d'autres ions a étê étudiée.

II - Matériel et rnéthodes

l)Critères de sélection des ions minéraux

Nous avons choisi d étudier I'influence de plusieurs métaux sur le

péristaltisme intestinal. Le fer, le chrome et I'yttrium ont été choisis, car ces

éIéments ont des propriétés chimiques proches de celles de l'aluminium. Ce sont

tous des cations trivalents et leur constante d'af6xité pour plusieurs molécules

sont relativement similaires. Ainsi, l'établissement dune comparaison de leurs

effets sur le péristaltisme intestinal est possible.

2)Réactifs utilisés

Le chlorure de sodium (NaCl), le chlorure d. aluminium (hexahydraté,

AlCls - 6 HzO) et l'acide tartrique (CrHeOe) ont été obtenus chez Aldrich (France).

L'hydroxyde de sodium (NaOH), le chlorure de potassium (KCD et le chlorure de

magnésium Qrexahydraté, MgClz - 6HzO) proviennent de chez Merck (France).

Les autres réactifs utilisés d.ans cette expérience ont été commandés chez Prolabo

(France) : le glucose (CaHrzOe), le bicarbonate de sodium (NaHCOa), le chlorure

de calcium (CaCIz), le citrate tri-sodique (dihydraté, CoHrNagOt - 2HzO), Ie

dihydrogénophosphate de sodium (dihydraté, NaHzPOa - ZHzO), le chlorure

d'yttrium Qnexahydraté, YCI3 - 6HzO), le chlorure de fer (hexahydraté ,

FeCIe - 6HzO), le chlorure de chrome Qnexahydraté, CrCls-6HzO).
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Toutes les solutions sont préparées avec de l'eau distillée obtenue par un

système Millipore, modèle Milfi-Q.

Les solutions étalons en aluminium, fer, chrome et yttrium à lg.L-t

proviennent de chez Merck (France).

3)Matériel utilisé

Une liste exhaustive du matériel utilisé au cours de I'étude in uitro

d'organe isolé est dressée ci-dessous :

- spectrophotomètre d'émission à plasma dargon DCP type Spectra-Span V

@eckman)
- pH mètre type Minisis 5000 (Tacussel) équipé d'une électrode de référence au

calomel saturée en chlorure de potassium type TR 100 (Tacussel) et d.'une

électrode de verre type TCB 10/HS (Tacussel)

- semi-micro-osmomètre, type ML (Knauer)

- balance, type 2442 (Sartorius)
- trébuchet, type 2550 (Sartorius)
- bain-marie plexiglas, type BMP 60 (Firlabo)

- cuve à organe isolé (Letica)
- amplifisateur, type AMP 01612 (Letica)
- thermostat, type LE 13206 (Letica)
- enregistreur, type TV 11 GD (Tacussel)

- microscope électronique à transmission, type CM12 (Philips) couplé à un

spectromètre de microanalyse d'énergie dispersive à rayons X, type PV 9800

(Edax)
- microscope éIectronique à balayage stereoscan 250 (Cambridge) couplé à un

spectromètre de microanalyse dénergie ùispersive à rayons X (PGT)

- sonde ionique IMS 3 F 1270 (Cameca)
- microsonde à impact laser FTMS 2000
- micropipettes avec embouts en polyéthylène (Gilson et Nichiryo)
- aiguilles 0,5 mm X 16 mm et seringues 2 ml (Terumo)

- tubes Centrisart I SM 13 239 E (Sartorius)
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4)Préparation des solutions

La solution utilisée dans tous les essais est une solution de Tyrode, dont la

composition est la suivante :

- 137,0 mM de chlorure de sodium,
- 2,7 mM de chlorure de Potassium,
- 1,0 mM de chlorure de magnésium,
- 1,5 mM de chlorure de calcium,
- 0,4 mM de phosphate de sodium,
- I2,0 mM d.e bicarbonate de sodium,
- 5,5 mM de glucose.

L'osmolarité de la solution est de 290 mOsm et le pH est de 7,3 - 7,4.

Les solutions contenant du métal sont préparées par un remplacement iso-

osmotique de chlorure de sodium dans Ia solution de Tyrode. Ces milieux ont été

préparés avec des quantités équimolaires de métal et dions complexants. En

effet, afin de maintenir les cations métalliques sous une forme soluble (pt}I = 7,4),

nous avons utilisé des complexes stables notamment avec I'acide citrique et

I'acid,e tartrique. L'aluminium est préparé sous forme de citrate d'aluminium

(7,4 mM de CaHsOzNaa et 7,4 mM de AICIa) et de tartrate d'aluminium (11,1 mM

de C+H6O a et 7,4 mM de AlCls). Les autres métaux ont été préparés sous forme de

citrate : 7,4 mM de CoHsOzNas ajouté à 7,4 mM de FeCls, 7,4 mM de CrCle, ou

7,4 mM de YCls. Le pH de ces solutions est ajusté à 7,4 et l'osmolarité est

mesurée à 310 mOsm.

La concentration en métal aétê déterminée par des essais préliminaires et

est liée aux caractéristiques de cette manipulation. En effet, le dispositif de cuve

à organe isolé est très sensible aux moindres variations du milieu d.Tncubation et

I'addition de solution contenant de plus faibles concentrations de métal provoque

des modifications de faibtes amplitudes dont on ne peut déterminer I'origine:

elles peuvent être dues aux ions métalliques mais aussi à Ia perturbation du bain

d.'incubation provoqué par I'addition de la solution (des modifications similaires

étaient obtenues par I'addition de solution de Tyrode seule). Nous avons donc

cherché une concentration en aluminium qui puisse rester sous forme

biodisponible au pH physiologique, mais qui soit suffi.samment importante pour

que les effets observés sur l'intestin ne soit pas confondu avec les variations

intrinsèques au dispositif expérimental.
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III - Protocoles expérimentaux

l)La technique d'intestin isolé

Les rats, pesant entre 200 et 280 g, sont mis à jeun 24 heures avec Ie début

de I'expérimentation. Ils gardent pendant cette période un libre accès à l'eau de

boisson. L'animal est anesthésié avec une dose unique intrapéritonéale de

pentobarbital sodique à 90 mg/kg (sanofi santé Animale, France).

La partie proximale de l'intestin grêle est exposée après incision de Ia

cavité abdominale. On prélève un fragment intestinal correspondant aux 3

premiers centimètres immédiatement après la valve pylorique (fragment

duodénal). Le mésentère est éliminé manuellement, puis Ie tissu est rincé dans

une solution iso-osmotique de Tyrode à 37"C. Une ligature est placée à chacune

des extrémités du fragment intestinal puis ce fragment est installé dans Ia cuve à

organe isolé. Une des extrémités est maintenue fixe au fond de la cuve et I'autre

extrémité est connectée à un transducteur isotonique. La cuve à organe isolé est

un tube creux rempli avec 20 mL de solution de Tyrode à 37"C et dans lequel

bulle en continu un mélange gazeux constitué de 95 o/o Oz - 5o/o de COz. Le

dispositif est décrit d.ans la fi.gure 7 qui suit.

L'intestin ainsi installé, est laissé, pendant 30 minutes, immergé et

maintenu sous une tension de 1000 mg (phase d équilibration). Les contractions

spontanées sont enregistrées à I'aide dun transducteur qui transcrit les

mouvements de l'intestin sur un enregistreur dont Ia vitesse de défiIement est 30

mm/min. Ces contractions sont celles qui serviront de témoin.

Ainsi chaque fragment intestinal est son propre témoin.

Ensuite, la solution de Tyrode est remplacée par la solution isotonique

contenant Ie métal à étudier, Ies modifications du péristaltisme intestinal sont

aLors enregistrées.

Après avoir enregistré les variations du péristaltisme, le fragment intestinal est :

- soit solubilisé par l'acide nitrique afin de doser la concentration en

métal p ar spectrophotométrie SEA-DCP,
- soit préparé afin dêtre étudié par une des techniques de

microscopie.
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TRANSDUCTEUR

SOLI.J'I 'ION

SOL,U'f I

'il-''

#î
Oz + COz

Figure 7 : Schéma de Ia cuve uti-lisée pour mesurer les contractions intestinales.

Les flèches indiquent les flux de Ia solution et du méIange gazeux.

2)Les études de microanalyse

a - Mi.croanalyse de rayons X

- Etude en microsconie éIectronique à transmission

Cette étude a été réalisée au laboratoire dhistologie et d'embryologie du

Professeur Grignon de la Faculté de Médecine de Nancy I, en collaboration avec

Mrs Luc Marchal et Hervé Membre.
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Après la fin du temps dincubation, Ie tissu intestinal est lavé dans la

solution de Tyrode puis coupé en petites pièces d.'environ 1mm2 et préparé pour

l'observation au microscope électronique (Gall e, 197 2) -

ô La fixation

On utilise du glutaraldéhyde à 2,5 % en solution tamponnée, préparée au

moment de l'emploi :
glutaraldéhyde --12 mI

tampon cacodylate de sodium ....................... - -.88 ml

Le glutaraldéhyde est un fixateur qui pénètre bien dans les structures

intracytoplasmiques.

Les fragments intestinaux sont plongés dans une quantité de fixateur environ 40

fois leur volume. La durée de fixation est de 2 heures.

Après fixation, Ies prélèvements sont lavés dans une solution tampon de

cacodylate (0,1 M; pH = 7,2) pendant I heure;l'opération est renouvelée une

fois.

ô La post-fi,xation

ElIe se fait dans une solution de tétroxyde d'osmium à | o/o (OsO+) dans Ie tampon

cacodylate. Un rinçage dans du tampon cacodylate est ensuite réalisé.

+ La déshydratation

L'échantillon est passé dans des bains successifs déthanol :

éthanol à 30 " ---....5 minutes

éthanol à 50 " ..-....5 minutes

éthanol à 70 ' .......5 minutes

éthanol à 80 " .......5 minutes

éthanol à 90 " .......5 minutes

éthanol à 100 ......-.......3 X 20 minutes

oxyde de propylène............ .........3 X 20 minutes

4I'imprégnation

Les échantillons subissent d'abord une pré-imprégnation pendant une heure d.ans

un mélange à parts égales d'épon pur et d'oxyde de propylène à température

ambiante.

Puis l'imprégnation se fait dans I'épon pur pendant 12 heures.
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ô L'inclusion

On prépare un mélange d'épon 812 ou résine époxy :

épikote$12.. . . . . . . . . . . . .  .45,5 mI

DDSA (acide dodécényl succinique anhydre) -.......... - 3 I ml

NMA (acide méthyl nadique anhydre). ..23,5 mI

DMP 30 (tridiméthylaminométhylphénol).......... -.... 1, 5 ml

La polymérisation de Ia résine se fait dans une étuve à 56' C pend.ant 48 heures.

+ Les coupes

Une première observation se fait sur des coupes semi-fines (épaisseur de 1,5 pm)

colorées au bleu azur. Les régions sélectionnées au microscope optique sont alors

coupées en coupes ultra-fines (épaisseur de 80 à 100 nm) par un ultramicrotome

Illtracut@ de Reichert.

Les sections sont ensuite contrastées par :
- l'acétate d'uranyle à 2% dans une solution aqueuse, pendant 20 à

45 minutes,
- Ie colorant de Reynold.s, pendant 20 minutes.

Les sels de métaux lourds utilisés, opaques aux éIectrons, permettent de réaliser

un contraste mettant en évidence les éléments cellulaires.

Les coupes sont observées au microscope éIectronique à transmission

Philips CM12 relié à un système de microanalyse dénergie dispersive de rayons

X (Edax PV 9800) pour Ia détection des éléments. L'analyse des éléments

chimiques a été effectuée à partir d'un spectre qui traduit la proportion des

éléments les uns par rapport aux autres.

- Etude en microscopie électronique à balayaee

Cette étude a étê réalisée au service commun de microanalyse du

Professeur Steinmetz ùe Ia Faculté des sciences de Nancy I, en collaboration avec

Mr Alain Kohler.

Après l'incubation dans Ia cuve à organe isolé en présence du métal à

étudier, le fragment intestinal est rincé dans une solution d.e Tyrode puis découpé

en segment d'environ 5 mm. Ils sont collés du côté de la face muqueuse à la laque

d'argent sur des supports microscopiques.
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Les sections sont ensuite séchées sous vide léger puis métallisées par

pulvérisation, sous vide, dune couche de carbone de 0,2 nm d'épaisseur'

Les différentes sections dintestin sont alors analysées par un microscope

éIectronique à balayage stéréoscan Cambridge 250 et les éIémettlt mflalJiques

sont d.étectés à l'aid,e d'un spectromètre dispersif d énergie PGT de rayons X à

angle démergence d.e 35'.

L'énergie d'accélération est de 30 kV, Ie courant sonde de 600 pA et Ie programme

d.'analyse utilisé est NOSTD. La surface de détection est de 12 pm2, le volume

dionisation est constant : profondeur de ZPm-

Pour chaque fragment intestinal, l'analyse a été réalisée sur 3 surfaces

différentes.

L'analyse des éIéments chimiques a été effectuée par une image X qui

traduit la répartition des éIéments au sein du tissu.

b - Mûcrosonde ionique

Cette étude a été réalisée au centre de recherches pétrographiques et

géochimiques du CNRS de Nancy en collaboration avec Mr Marc Chaussid,on.

Dans ce travail, les fragments intestinaux sont congelés après la sortie de

la cuve à organe isolé et le rinçage à Ia solution d.e Tyrode. Les pièces intestinales

sont immergées d.ans un récipient contenant une solution d'OCT. Une coupelle

contenant d.e I'isopentane est plongée dans de I'azote liquide (-210"C), lorsque

I'isopentane commence à cristalliser, Ia solution d OCT avec l'échantillon sont mis

à congeler. Lorsque I'OCT devient blanc, I'échantilon est mis au congélateur. Des

sections de 3 prm d'épaisseur sont coupées à l'aide dun microtome réfrigéré (ou

cryostat).

Après fixation sur des supports adaptés, les fragments intestinaux sont

recouverts d'une couche dor. La quantité de métal trace contenues dans les

sections de tissu intestinal est mesurée à l'aide dune microsonde ionique Cameca

IMS tp *edifiée. Le tissu est bombardé par un faisceau d'ions primaires

(oxygène négatif O') dont l'énergie est de 10 kV et crée des ions secondaires qui

seront analysés. Le diamètre d'analyse est de 10 à 50 pm.
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c - Microsonde laser

Cette étude complémentaire a êtê réalisée au laboratoire de spectrométrie

de masse et de chimie laser de I'Université de Metz du Professeur Muller, en

collaboration avec Mr Gabriel Krier.

Les échantillons sont préparés comme pour la technique de microscopie

éIectronique à transmission (étapes d.e fi.xation, déshydratation, imprégnation et

inclusion). Les coupes ont une épaisseur de 0,3 pm.

La grille avec la coupe est placée sur un support en silicium.

L'ionisation d.e l'échantillon est obtenue par un laser ultraviolet (de longueur

d.'onde Bb5 nm). L'impact détruit I'échantillon sur un diamètre de 5 pm et une

profond.eur d,e 1 pm. Les ions émis sont analysés par un spectromètre de masse à

transformée de Fourier (Microsonde laser FTMS 2000).

IV - Resultats

l) Spêciation des solutions

Le but d.e cette étude était de déterminer Ie pourcentage de métal soluble

et Ie pourcentage de précipités. Comme nous le voyons, figure 8, Ia majorité du

métal est maintenu, aux conditions de I'étude, sous forme soluble libre ou

complexée. En présence de citrate Ia précipitation représente une fraction très

faible, inférieure à I0 %. La quantité de précipités est respectivement de 0.5, 4.3,

8.G et 9.3 % pour les solutions de citrate de chrome, de fer, daluminium et

d'yttrium.

Quand un autre ligand est utilisé, comme l'acide tartrique, nous

remarquons une augmentation d.u pourcentage de précipités d aluminium formé.

En effet, les précipités d'aluminium observés sont respectivement de 9,3 et 23,7%io,

pour le citrate d'aluminium et le tartrate daluminium. L'aluminium et le

phosphore précipitent et cette fraction daluminium n'est plus biodisponible.

Avec Ie citrate, l'aluminium est en solution, sous une forme complexe et

biodisponible. Le complexe alumino-citrate est très stable, et le phosphore ne

peut pas mobiliser l'aluminium.
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Figure 8 : Pourcentage de forme métâllique insoluble et soluble dans Ia solution

de Tyrode à pH 7,4, après ultrafiltration.

2) Modification des contractions intestinales

Quand Ie métal est ajouté à Ia solution de Tyrod.e, une légère auglr.entation

de I'osmolarité est observée. Bien que I'osmolarité passe d.e 290 mOsm à 310

mOsm, Ia solution reste iso-osmotique. De plus, cette augmentation d.e 20 mOsm

n'affecte pas les contractions intestinales. La fi.gure 9 montre un enregistrement

témoin pour Ia solution de référence de Tyrode.
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Figure 9 : Contractions d'un intestin isolé de rat dans une solution de Tyrode

sans addition d'autres éIéments. La vitesse d'enregistrement est d.e 30 mm/min.

L'aluminium, I'yttrium, le chrome et Ie fer sont des ions trivalents qui ont

été choisis pour leurs similitudes de charge et d'a-ffi.nités chimiques.

Comme nous le voyons dans Ie tableau 7 et Ia figure 10, Ies activités

contractiles sont modifiées par I'addition des métaux. L'amplitude des

contractions est significativement diminuée et correspond à une réduction de

73 % pour I'aluminium, 79 % pour Ie chrome et 87 % pour I'yttrium (Test de

Mann-Whitney, p<0,00 1).

Par contre, I'yttrium augmente Ia fréquence d.es contractions intestinales

de 39 % (Test de Mann-Withney, p<0,01). L'aluminium et le chrome ne modifient

pas significativement Ia fréquence des contractions. Le fer n'altère pas I'activité

contractile des muscles intestinaux : ni I'amplitude, ni la fréquence ne sont

modifi[s5.



t4l

Tableau 7 : Effets des métaux sur les contractions des muscles lisses intestinaux

Solutions
AMPLITUDE

(cm)
FREQUENCE

(contractions/min)

Solution
de référence

Solution
test

Solution
de référence

Solution
test

Chlorure
de sodium

Citrate
d.'aluminium

Citrate
de chrome

Citrate
d yttrium

Citrate
De fer

3 ,7  +  r ,4

4,5 + 2,0 (a)

3 ,1+  0 ,9 (a )

4,3 x2,r  (a)

3,9  +  2 ,L

e

4,5 + 2,1

L,2 + 0,7 b)

0,6 + 0,3 (b)

0,4 + 0,1 (b)

3 ,1  +  1 ,9

rode

33,5  +  2 ,9

34,9 + 2,5

36,9 + 1,7

36,2 !2,0 (a',)

36 ,0  +  2 ,6

êtaI

33,7 + 2,r

35,4 + 4,7

41,6 + 6,6

50,3 + 3,1 (b')

35,0 + 2,5

Les valeurs représentent Ia moyenne t lerreur standard pour 10 rats par groupe. Les valeurs (a)

sont significativement djfférentes de (b) (test-t de Student, p < 0,05).

Afin de vérifier que les modifications des contractions intestinales sont

effectivement dues au métal et non au citrate, l'expérience dintestin isolé a été

reproduite avec du tartrate d'al.uminium (tableau 8). Lorsque l'acide citrique est

remplacé par l'acide tartrique, nous observons également une modification des

mouvements péristaltiques : l'amplitude est diminuée significativement de 59 %

(test de Mann-Withney, p<0,01), la fréquence est inchangée par rapport à Ia

solution de référence. Une solution contrôIe de tartrate de sodium a été testée et

aucune modification significative des contractions intestinale n'est apparue.
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Tableau 8 : Effets du tartrate d.e sodium et du tartrate d'aluminium sur les

contractions d.es muscles lisses intestinaux.

AMPLITUDE
(cm)

FREQUENCE
(contractions/min)Solutions

Solution Solution Solution Solution
de rêférence test De référence test

de sodium 5,9 + 1,9 6,3 + 2,L 35,6 + 2,8 34,4 + 2,g

Tartrâte
daluminium 5,4 + 2, 3 (a) 2,5 + 1,0 (b) 35,8 + 3,4 35,2 + 2,2

Les valeurs représentent la moyenne + Ierreur standard pour 10 rats par groupe. Les valeurs (a)

sont significativement différentes de &) (test-t de Student, p <0,05)

c
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Figure 10 : Contraction d'intestin isolé de rat dans un bain de citrate de (a) fer,

@) chrome, (c) yttrium, (d) aluminium, et de tartrate d'aluminium (e). La vitesse

d'enregistrement est de 30 mm/min.
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3)
intestinales

Après avoir étudié les modifications du péristaltisme, le fragment

intestinal est récupéré, lavé soigneusement dans plusieurs bains de solution de

Tyrode puis solubilisé dans de l'acide nitrique afin d'en doser la teneur en métal.

Pour toutes les solutions étudiées, la concentration en métal est significativement

supérieure celle des témoins (Test-t de Student, p<0,01).

Ainsi, les différents métaux sont présents dans le tissu intestinal (Tableau

g. A.) Nous observons également que la concentration aluminique est supérieure

dans les essais avec Ie tartrate daluminium par rapport à ceux avec le citrate

d'aluminium, cette différence est d'environ un facteur 3. De plus, nous observons

que les premières étapes de fixation pour Ia préparation d.es échantiLlons destinés

à l'étude de microscopie électronique, éIimine une grande quantité de métal des

fragments intestinaux (Tableau 9. B.).

La fuite de métal hors du tissu lors de ces bains de fixateur est plus

importante pour Ie citrate d'aluminium et pour le citrate de chrome, dont les

diminutions de Ia teneur en métal sont respectivement d'environ 60 o/o et 80 %.

La perte d'aluminium pour le tartrate d'aluminium représente 25 oÂ. De

plus faibles éliminations de métal sont observées pour le citrate de fer et le

citrate d'yttrium, respectivement 20 % et 15 o/o-

4) Observations de microscopie électronique à transmission

La fi,gure 11 montre des sections transversales de fibres musculaires lisses

de duodénum chez le rat. Dans la figure 11 b, nous observons une accumulation

de précipités d yttrium d.ans la couche musculaire externe. Ces précipités sont

Iocalisés uniquement dans les espaces intercellulaires d.es fibres musculaires.

Nous observons également des structures similaires dans quelques

vésicules de la membrane cellulaire : Ies caueolae intracelluloris @igure 12). Pour

les autres métaux, aucun précipité n'a pu être mis en évid.ence dans les sections

d.'intestin. Les sections intestinales sont, d'un point de vue histologique,

identiques à celle de référence @igure 11 a ).



t44

Tableau 9 : Concentration de métal dans les fragments intestinaux par

spectrophotométrie d.'émission à plasma dargon

.A. Concentrations après l'incubation dans la cuve à organe isolé.

.B. Concentrations après 2 heures dans la glutaraldéhyde et 2 heures dans Ie

tampon cacodylate (étape de fixation).

Solutions Concentration
(pg.rr organe)

A lFeCrY
Témoin 1,2 + 0,9 I2,9 + 3,2 0,5 + 0,3 0,4 + 0,2
(Tyrode)
Tartrate 77,4 + 28,5 *

d'aluminium
Citrate 23,7 ! L5,2 x

d'aluminium
Citrate 70,8 t 16,6 *

De fer
Citrate 39,4 + 4,7 *

de chrome
Citrate 413, 0 + 82,2 *

d'vttrium

Solutions Concentration
(Fs.g-1 organe)

AlFeCrY
Témoin 3,4 + 1,8 17,2 t5,8 0,3 + 0,1 0,4 + 0,2
(Tyrode)
Tartrate 60,0 + I4,Lx

d'aluminium
Citrate 9,3 + 2,7 *

d'aluminium
Citrate
De fer

Citrate
de chrome

Citrate
d'yttrium

Les valeurs sont les moyennes + Ierreur standard pour 6 rats par groupe. Les astérisques

indiquent une di-fférence significative par rapport au groupe témoin (Iest-t de Student, p < 0,01).

57,9 + 15,8 *

8,4  +  3 ,7  *

351,6 + 127,7 *



Figure 11 : Micrographes électroniques montrant Ia structure fine des muscles
Iisses intestinaux de rat après incubation dans (a) une solution de Tyrode et (b)
une solution d.e citrate d'yttrium. Le grossissement est dans les deux cas 8000 X.
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La nature des précipités a été confi.rmée en réalisant un spectre sur ces éléments

denses @igure 13). Nous avons également effectué des spectres sur différents

organites intracellulaires et sur témoin (incubation dans Ia solution de Tyrode).

6 C  N T l & V z c h  B  E D R X

Figure 13 : Spectre réalisé par un EDAX sur une section d'intestin après

incubation dans une solution d'yttrium.

Sur tous les spectres obtenus, nous observons de I'osmium (Os) utilisés

pour le contraste des coupes histologiques, du cuivre (Cu) qui provient de Ia grille

de support et des chlorures (CI) qui dérivent de Ia résine.

Nous n'avons détecté que de I'yttrium et uniquement localisé à I'extérieur

des cellules. Les autres métaux n'ont pas été mis en évidence sur les autres

fragments intestinaux.

5)Observations de microscopie électronique à balavage

Tous les échantillons sont analysés de cette façon, ils sont bombardés soit

sur Ia surface séreuse soit sur Ia section transversale de Ia coupe.

Selon I'intensité du bombardement, nous pouvons atteindre les différentes

couches du tissu intestinal. Dans le cas des échantillons dyttrium, Ies résultats

obtenus précédemment avec le microscope éIectronique à transmission sont

confirmés et les images X montrent Ia présence d'agrégats d'yttrium répartis de

façon régutière autour du fragment intestinal dans Ia couche

a - a l K E V
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musculaire (Figure 14a). Les fragments intestinaux incubés dans Ia solution de

fer montrent plusieurs sites daccumulation sur la surface intestinale (Figure

14b). Ces agrégats sont localisés sur la face séreuse. La microanalyse par un

spectre confirme qu'il s'agit de fer (Figure 15), mais aucun précipité de fer n'est

détecté dans Ie tissu.

Les images X et les spectres des autres échantillons ne permet pas de

conclure à Ia présence de métat car leurs concentrations sont inférieures à Ia

limite de détection.

6)Microsonde ionique et laser

Les spectres obtenus ne nous permettent de conclure à la présence de

métal, sauf pour les sections immergées dans l'yttrium.

Ainsi, pour les échantillons de chrome et d'aluminium, Ies métaux peuvent

être présents à I'intérieur ou à I'extérieur des cellules, car le dosage par S.E.A. a

établi la présence des métaux dans Ie tissu intestinal, mais les techniques

utilisées ne permettent pas de mettre en évidence la présence d'élément diffirs.

7)Conclusion

Nos résultats indiquent clairement que l'yttrium se dépose sous forme de

précipités insolubles dans les espaces intercellulaires de Ia couche musculaire de

l'intestin. Le fer précipite à I'extérieur de la surface séreuse, alors que

l'aluminium et Ie chrome pénètrent dans le tissu intestinal et restent sous forme

soluble et non détectables par les techniques employées.

Dans les premiers essais de microscopie, nous pensions que I'aluminium et

Ie chrome, n'étaient pas détectables parce qu'ils étaient déIocalisés par les bains

successifs des étapes de préparation d.es échantillons. C'est pour cette raison que

nous avons Épété nos études avec d'autres techniques ne nécessitant pas

d'étapes d'immersion. Nous en avons conclu que les métaux restent indétectables

car I'aluminium et Ie chrome sont présents, soit sous une forme soluble de façon

diffi.rse, soit sous forme de précipités trop fins pour être détectés par les

différentes techniques.
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Figure 14: Images dintestin de rat après incubation dans une solution (a)

d'yttrium et O) de fer.
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8 .  1 t r [ 1

Figure 15 : Spectre typique de I'accumulation pf1al]ique observé sur la surface

séreuse de l'intestin de rat après incubation dans une solution ferrique.

V - Discussion

Les résultats présentés par Ia technique d'ultrafiltration suggèrent que les

ions méta'lliques sont biodisponibles dans les conditions expérimentales de

I'étude. Les cations sont complexés soit au citrate, soit au tartrate car les cations

seuls ne pourraient pas rester en solution à des pH proches de Ia neutralité. La

présence d'ions phosphates, dans la solution d.e Tyrode, provoque Ia formation de

qu elques p récipités qui deviennent physiolo giquem ent inactifs.

Nous avons observé, que la capacité de complexation de I'aluminium est

supérieure pour I'acide citrique que pour I'acide tartrique. Ces résultats ont été

confirmés avec Ie dosage par S.E.A. de Ia concentration aluminique dans les

fragments intestinaux après incubation dans Ia solution de Tyrode supplémentée

en aluminium. Nous avons observé que Ie taux d'aLuminium éIiminé par les bains

successifs pour les étapes histologiques de fixation est plus important pour Ie

citrate d'aluminium que pour Ie tartrate d'aluminium. Nous observons également

que Ia quantité totale d'aluminium trouvée dans les fragments intestinaux est

supérieure à celle du citrate. La forme de I'aluminium complexée au tartrate,

ayant une constante daffinité plus faible qu'avec Ie citrate, peut voir son
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équfibre ionique déplacé par d'autres ions et précipité localement dans le

fragment intestinal. Ainsi la quantité de précipités et le pourcentage de métal

ressorti lors des bains de fixation présentent une corréIation inverse et nous

avons observé des résultats similaires avec les autres métaux étudiés. Les

métaux avec une affinité plus faible pour l'acid,e citrique ont une perte de métal

moindre lors des étapes de fi.xation. C'est le cas de l'yttrium. Par contre, le

chrome qui forme des complexes stables avec le citrate et facilement ressorti du

tissu intestinal par les bains de fi.xateur. D'une manière générale, nous pouvons

considérer que les complexes les plus stables sont les plus aptes à être

transportés à travers les membranes tissulaires. Ces complexes moléculaires ne

sont pas aisément dissociés, évitant ainsi la formation de précipités métalliques

dans le tissu intestinal.

Notre étude montre également, par Ia technique in uitro d'intestin isolé,
que certains métaux ont la capacité de modifier les contractions intestinales

spontanées. Après plusieurs essais consécutifs d addition de solution contenant

de l'yttrium, du chrome ou de l'aluminium, cet effet devient irréversible :
I'activité contractiLe standard, c'est-à-dire les contractions mesurées comme ligne

de base, ne sont plus récupérées après rinçage par la solution de Tyrode.

Nos résultats indiquent que l'yttrium réduit I'activité contractile des
muscles Lisses intestinaux chez le rat. Les images X et les spectres obtenus par

microscopie montrent que cette diminution est due à la présence de précipités

dyttrium dans les espaces intercellulaires. L'accumulation dyttrium est

également observée dans des vésicules membranaires dont la fonction
physiologique est inconnue :les caueolae intracellulari (Coujard et coll., 1980).
Les caueolae ont été plus largement étudiées dans l'endothéIium vasculaire, où il

semblerait que ces structures puissent séquestrer d.es ligands fixés à la

membrane à partir de I'espace intercellulaire pour facilter leur pénétration dans
ie cytopiasme de ia ceiiuie. Ce processus est appeié : potocytose (Anderson et coii.,
I992;Chang et coll.; 1994). Ainsi, I'yttrium peut mortifier les contractions
intestinales en inhibant les processus de potocytose, et modérant la pénétration

dans le compartiment cellulaire de certaines molécules nécessaires au
métabolisme. Cependant nous ne connaissons pâs, à l'heure actuelle, les

molécules qui sont transportées par potocytose.

Concernant Ie fer, nous observons des accumulations de ce métal à
I'extérieur de la séreuse intestinale. Le fer traverse en petites quantités la couche
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séreuse mais n'a pas d effet sur le péristaltisme. Les transporteurs de ce métal

sont localisés du côté muqueux de l'intestin au niveau des villosités. Bien que

nous observions une augmentation de la teneur en fer dans les segments

intestinaux dans les dosages par S.E.A., les quantités mesurées par microanalyse

n'indiquent pas de concentrations tissulaires différentes de celles obtenues chez

les échantillons témoin. Par la technique de S.E.A., nous quantifi.ons Ia teneur

totale en fer, que le métal soit intracellulaire ou extracellulaire, alors que Ia

microanalyse nous donne une concentration dans une zone localisée.

Pour I'aluminium et Ie chrome, une diminution dans l'amplitude des

mouvements péristaltismes est observée. Cependant, aucun précipité contenant

ces éIéments n'a été détecté dans les tissus intestinaux. La détermination de leur

concentration par S.E.A. nous confirme la présence des métaux dans I'intestin

mais Ia localisation des métaux ne peut pas être définie précisément. Nous

pouvons avancer l?rypothèse que I'aluminium et le chrome ont les mêmes

mécanismes d'action sur les contractions intestinales. La régulation des

contractions musculaires lisses fait intervenir des ions calciques, de I'AMP

cyclique et de I'ATP (figure 16). L'aluminium et le chrome peuvent interagir avec

Ies composés phosphorylés. Mais en se liant à d'autres composés biologiques, leur

distribution au sein du tissu peut être homogène et les métaux peuvent interférer

à différents niveaux dans les mécanismes qui gouvernent les contractions

musculaires. C'est ce qui se produit dans notre étude, l'aluminium et le chrome

sont répartis dans les tissus intestinaux de façon homogène, ils se trouvent sous

une forme soluble, non détectable par les techniques de microanalyses, mais ils

interagissent avec les mécanismes de contractions.

Parmi les effets de l'aluminium, il a été démontré que I'aluminium peut

provoquer des changements dans le métabolisme minéral. L'aluminium interagit

avec des molécules des systèmes biologiques, tel que Ie phosphate. Plusieurs

auteurs ont démontré que les doses d'aluminium administrées oraLement
réduisaient l'absorption du phosphore chez l'homme Q,otz et coll., 1968 ; Cam et

col l . ,  1976;Dent & Winter,1974;Spencer et  col l . ,  1982;Greger & Baier,  1983)

et chez l'animal de laboratoire (Ondreicka et coll., 1966 ; Rosa et coll., 1982). Pour

cette propriété, les sels d'aluminium sont utilisés pour traiter

l'hyperphosphatémie chez les patients avec une déficience rénale. L'aluminium

réduit fortement I'absorption du phosphore en formant des complexes insolubles,

non absorbables par l'intestin (Schaefer et coll., 1988). Ainsi, au niveau

intracellulaire, I'aluminium peut se lier au phosphate libre ou aux composés
phosphorylés. Les travaux de Kiss et coll. (1991) ont montré que le cation
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aluminique présente une affinité pour certains nucléotides, en particulier les

constantes d'af6nité sont fortes pour I'ATP et I'ADP. Le chrome se présente sous

une situation similaire. La constante de solubilité du phosphate de chrome est de

10-22,6 (pour l'aluminium, elle est de 10-2e).

L'aluminium et Ie chrome peuvent interagir également sur les échanges

calciques nécessaires à l'activation d'une protéine kinase. Le calcium

intracytoplasmique a une double origine, il peut provenir :
- dorganites intracellulaires (réticulum endoplasmique),
- de I'espace extracellulaire par diffusion à travers les canaux calciques.

Il a été démontré que l'aluminium et Ie calcium sont en compétition pour les

mécanismes dabsorption intestinal à travers l'épithéIium @rovan & Yokel,

1990 ; Adler et coII., 1986). Une situation identique peut avoir lieu pour les

échanges ioniques au niveau des fibres musculaires.

D'autres auteurs ont également montré que I'aluminium en se fixant à la

calmoduline peut modifier la configuration d.es sites de fixation du calcium et

inhiber ainsi I'activité du complexe Ca 2*-calmoduline (Siegel & Hang, 1983).

Nous voyons que les ions métalliques peuvent modifier les mécanismes et

la régulation des contractions musculaires en agissant à différents niveaux.

Cependant, nos techniques ne nous permettent pas d'établir avec plus de

précision Ia localisation de I'action des métaux. En conséquence, Ies explications

énoncées dans ce travail sont des hypothèses qui peuvent être un point de départ
pour des études biochimiques ultérieures.
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DEUXIEME PARTIE

INFLUENCE DES COMPOSES ALUMINIQUES ET DE
QUELQUES CONSTITUANTS ALIMENTAIRES SUR
L'ABSORPTION INTESTINALE DE LALUMINIUM

I - Introduction

Des études, chez I'homme et les animaux, ont montré que les

concentrations en aluminium dans Ie sang sont de niveau variable, après

I'absorption orale répétée de différents composés aluminiques (Slanina et coll.,

1985 ; Domingo et coll., 1991 a et b ; Gomez et coll., f994a). Ces observations

suggèrent qu'il existe une différence de biodisponibilité de I'aluminium absorbé
par voie orale.

Il a été montré que I'ingestion de composés aluminiques avec d.es jus de
fruits ou de I'acide citrique, provoque une augmentation importante de
I'absorption gastro-intestinale de I'aluminium chez les individus sains (Slanina et

coll., 1986 ; Weberg & Berstad, 1986) ou chez les patients atteints de désordres
rénaux chroniques (Nordal et coll., 1988). Ainsi, ces résultats suggèrent que les

facteurs alimentaires et la forme chimique de l'aluminium présent dans la

lumière intestinale peuvent significativement contribuer à modifier I'absorption

du métal.

Puisque les composés chimiques contenant de I'aluminium sont largement

utilisés dans les traitements thérapeutiques médicaux, dans les additifs
alimentaires, et dans le processus de purification de I'eau de distribution, il

apparaît important d'étudier les facteurs qui peuvent augmenter I'absorption de

I'aluminium à travers la barrière gastro-intestinale.

Dans cette partie, nous avons utilisé la technique in situ d'intestin perfusé

de rat afin d'évaluer le potentiel d'absorption de I'aluminium selon sa forme

chimique. Ajnsi, la biodisponibilité intestinale de I'aluminium présent sous huit
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formes chimiques différentes a été évaluée : trois formes inorganiques et cinq

formes organiques.

Nous avons également, en utilisant Ia même technique expérimentale,

étudié certains paramètres pouvant influencer I'absorption intestinale de

I'aluminium:
- Ie temps de contact de I'aluminium avec la muqueuse intestinale,
- l'utilisation dun inhibiteur de Ia phosphorylation oxydative, le 2,4-

dinitrophénol (DNP), pour évaluer I'importance d.u transport intestinal énergie-

dépendant,
- I'influence de la concentration en citrate d'aluminium,
- I'infl.uence de la concentration de di-fférents autres éléments.

II - Matériel et méthodes

l) Critères de sélection des composés aluminiques étudiés

Une liste des sels aluminiques a été dressée à partir de I'index Merck. Les

sels d'aLuminium insolubles, par conséquent de biodisponibilité très faible, ont

été éIiminés. Les sels d'aluminium étudiés sont donc tous solubles dans I'eau.

Nous avons ensuite recherché les composés qui sont utilisés de façon courante,

notamment dans le domaine médical, ou les formes aluminiques pouvant

éventuellement se trouver dans l'alimentation. Nous avons retenu huit composés

aluminiques (tableau 10).
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Tableau 10 : Sélection des composés aluminiques pour l'étude de biodisponibilité

intestinale.

Sels d'aluminium Application

COMPOSES
INORGANIQUES

chlorure d'aluminium
nitrate d'aluminium
sulfate d'aluminium

coMPosES ORGANTQUES
citrate d'aluminium

lactate d'aluminium

tartrate d'aluminium
glutamate d'aluminium
gluconate d aluminium

......astringent

;;;;.;;;;;,;;;, ; ;#i:Tl i:i iii
traitement de I'eau et additif alimentaire

....traitement de l'hyp ersensibilité dentaire

....... antiseptique buccal

,....alimentation

....alimentation

.... alimentation

2) Réactifs utilisés

Le chlorure de sodium (NaCl), le chlorure de potassium (KCI), le chlorure
d'aluminium (hexahydraté, AlCle-6HzO), I'acide gluconique (CaHzOz), I'acide
tartrique (COOH-CHOH-CHOH-COOH), I'acide glutamique (monohydraté,

COOH-CHNHz-(CHz)z-COOH-HzO) et le 2,4-dinitrophénol (CaHs(NOz)zOH) ont
été obtenus chez Aldrich @rance). Le chlorure de magnésium (hexahydraté,

MgClz-6HzO) provient de Merck (France). Tous les autres produits chimiques
comme le chlorure de calcium (CaCIz), le phosphate de sodium (dihydraté,

NaHzPO+ - 2HzO),le glucose (CeHrzOo), le bicarbonate de sodium (NaHCOa), Ie

sulfate d'aluminium (tétradécahydraté, Alz(SOa)e-14HzO), le nitrate d'aluminium
(nonahydraté, AI(1.{Os)s-9HzO), Ie Iactate d'aluminium ((CsHrOs)&Al) et le citrate
trisodique (dihydraté, NasCoHsOr2HzO) sont achetés chez Prolabo (France).

Toutes les solutions sont préparées avec de I'eau distillée obtenue avec un

système Millipore, modèle MilIi-Q.
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3) Matêriel utilisé

Le matériel utilisé lors de ce protocole expérimental est décrit ci-dessous :
- Spectrophotomètre d'émission à plasma d'argon DCP type Spectra-Span

V @eckman)
- pH mètre type Minisis 5000 (Tacussel) équipé d'une électrode de

référence au calomel saturée en chlorure de potassium type TR 100 (Tacussel) et

d'une éIectrode de verre type TCB 10lHS (Tacussel)
- semi-micro-osmomètre type ML Q{nauer)
- balance, type 2442 (Sartorius)
- trébuchet, type 2550 (Sartorius)
- bain-marie plexiglas, type BMP 60 Girlabo)
- cathéters en polyéthylène ni 1 ; 0,30 mm x 0,70 mm @iotrol Pharma)
- cathéters en polyéthylène ni2;0,38 mm x 1,09 mm @iotrol Pharma)
- centrifugeuse type Labofuge 2000 (tleraeus Sepatech)
- pompe pousse-seringue à perfusion modèle A-99 (Razel)
- coussin chauffant (Wetzotherm)
- micropipettes avec embouts polyéthylène (Gilson, Nichiryo)
- tubes centrisart I SM 13239 E (Sartorius)
- seringues 2 ml, 10 ml, et 60 ml (Terumo)
- aiguiJles 0,5 mm x 16 mm (Terumo)
- fiI de suture nylon monofil chirurgical dec. 2 (Archimed)
- vacutainer 10 mI (Becton Dickinson)
- compresses de gaze @rolabo)

4) Prénaration des solutions

La solution utfisée pour toutes les expériences est la solution de Tyrode,

d,ont Ia composition est la suivante :

- I37 mM de chlorure de sodium,
- 2,7 mM de chlorure de potassium,
- 1,0 mM de chlorure de magnésium,
- 0,4 mM de phosphate de sodium,
- I2,0 mM de bicarbonate de sodium,
- 1,5 mM de chlorure de calcium,
- 5,5 mM de glucose.
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L'osmolarité de Ia solution est vérifiée au moyen dun micro-osmomètre

Knauer. ElIe est de 290 mOsm. Le pH est de 7,3 - 7,4.

Les solutions contenant de I'aluminium sont préparées par remplacement

iso-osmotique du chlorure d,e sodium dans la solution de Tyrode. La concentration

d'aluminium est choisie pour représenter des quantités d'aluminium contenues

dans Ia nourriture (0,16 à 1,6 mmol d'aluminium) (Slanina & Falkeborn, 1984).

Afin d'éIiminer les problèmes liés aux phénomènes d'osmose, nous avons choisi de

travaillsl à osmolarité constante et surtout avec des solutions iso-osmotiques.

Lorsque nous augmentons les concentrations en aluminium, I'osmolarité de Ia

solution de perfusion augmente également rapidement. Nous avons donc choisi

de travailler avec la plus faible concentration en aluminium, soit 0,16 mmol

d'aluminium (ou 4,32 1tg Al). Sachant que Ie débit de perfusion est de 10 mL.H-l

et que le temps d.'incubation est de 60 minutes, Ie volume de solution perfusée

sera de 10 mL. Afin d'avoir une quantité d'aluminium au contact de I'intestin

grêle de 0,16 mmol AI, la concentration initiale de Ia solution perfusée est de 16

mmol Al.L-l.

Le pH de la solution est ajusté à 4 par addition d'hydroxyde de sodium ou

d'acide chlorhydrique suprapur (Merck, France) selon les sels. L'osmolarité est

maintenue à 310 mOsm.

Pour certaines expériences, nous ajoutons 10-a mol.L'l de DNP dans les

solutions aluminiques. Cette concentration a été déterminée d'après les travaux

de Feinroth et coll. (1982).

III - Protocole expérimental

La technique d'intestin perfusê in situ utilsée d.ans cette étude est basée

sur celle de Doluisio et coll. (1969).

Avant de commencer I'expérience, Ie rat est mis à jeun une nuit, mais il

garde le libre accès à I'eau de boisson. L'animal est ensuite anesthésié avec une

dose unique de pentobarbital sodique (Sanofi Santé Animale, France) en

intrapéritonéale et à la concentration de 80 mg.kg-l. Durant toute I'expérience, le

rat est installé sur un coussin chauffant et une lampe allumée au-dessus de

I'animal, afin de maintenir Ia température corporelle à 37' C et d'éviter une

hypothermie due à I'anesthésie.
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Après avoir pratiqué une petite incision abdominale médiane, I'intestin
grêle proximal est exposé. Les systèmes mésentérique et sanguin restent intacts.

Deux légères incisions de I'intestin permettent d'introduire les canules en
polyéthylène : la canule proximale est localisée au niveau du duodénum (uste

après la valve pylorique), la canule distale est positionnée au-dessus du caecum.

La canule proximale est reliée par un tube en polyéthylène jusqu'à un pousse-

seringue. Le segment intestinal est replacé dans la cavité abdominale et

I'abdomen est refermé par quelques points de suture. L'incision est recouverte

d'une compresse de gaze imbibée de solution saline à 37" C. L'intestin grêle est

alors rincé avec la solution de Tyrode à 37' C dont le débit de 100 mL.H-l
pendant 15 minutes. Cette opération permet d'éIiminer les restes de nourriture et
les petits caillots sanguins provoqués par les incisions.

Ensuite, une préincubation de la muqueuse intestinale avec Ia solution de
Tyrode contenant I'a-Luminium est réalisée, elle est faite au même débit que Ie
rinçage à 100 mL.H-l mais ne dure que 5 minutes. Ceci permet d'avoir I'intestin

totalement rempli de solution aluminique. La période d'incubation commence
a.Lors, le débit est ralenti à 10 mL.H'r et la durée est de 60 minutes. Ainsi,
plusieurs solutions aluminiques peuvent être testées. Toutes les solutions
perfusées sont maintenues à 37" C dans un bain-marie.

Dans une expérience préliminaire, Ie temps d'incubation des solutions
d'aluminium est de 15 minutes, 30 minutes ou 60 minutes. Ensuite, certaines
concentrations ont été modifiées :

- la concentration en aluminium (3,2 mM, 16 mM, 32 mM, 48 mM ou 64
ml\{),

- la concentration en calcium (0 mM, 1,5 mM, 3 mM ou 6 mM,
- la concentration en phosphate (0 mM ou 0,4 mM),
- la concentration en glucose (0 mM ou 5,5 mM).

Après le temps d'incubation, le sang est prélevé par ponction cardiaque
avec une seringue héparinée au préalable (Héparine sodique 5000 UI / mL,
Panpharma, France). Le plasma est congelé à 4" C pour des dosages ultérieurs
par spectrophotométrie d'émission atomique.

L'intestin est prélevé et rincé. II est coupé en 3 fragments :
- un fragment duodénal (de 0 à 8 cm juste après le sphincter pylorique),
- un fragment jéjunal (15 cm après le ligament de Treitz),
- un fragment iléal (15 cm avant la valve iléocaecale).

L
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Le mésentère est éliminé manuellement des fragments. Les tissus prélevés

sont coupés dans le sens longitudinal, rincés soigneusement dans plusieurs bains
d-e solution iso-osmotique de Tyrode.

Les fragments sont ensuite pesés et solubilisés à I'acide nitrique Suprapur
(Merck, France). Les concentrations aluminiques seront déterminées sur ces
solutions acides p ar spectrophotométrie d'émission atomique.

IV - Résultats

l) Spéciation des solutions aluminiques

Pour toutes les solutions aluminiques, nous avons réalisé des
ultrafiltrations afin de déterminer la quantité réel]e d'aluminium en solution.

Comme nous Ie voyons figure L7,Ia majorité du métal est sous une forme
biodisponible. Dans les conditions acides, pH 4, et en présence de chélateurs, les
espèces chimiques solubles de I'aluminium sont donc prédominantes, ce sont soit
des complexes, soit des formes Al3*. Le pourcentage de précipités est toujours
inférieur à 7%. Pour le citrate d'aluminium, le chlorure d'aluminium, le nitrate
d'aluminium, le sulfate d'aluminium, et Ie tartrate d'aluminium, il n'y a aucun
précipité formé. Pour Ie lactate d'aluminium, le gluconate d'aluminium et le
glutamate d'aluminium, nous retrouvons respectivement l,\yo,2,0Vo et 7,0o/o de
précipités d'aluminium. Ainsi à pH 4, I'aluminium est soluble et biodisponible,
par conséquent son absorption intestinale est théoriquement possible.
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Figure 17 : Pourcentage d'aluminium soluble dans une solution de Tyrode à pH

4,0 déterminé après ultrafi l11a1ieo.

2) Rétention de I'aluminium dans I'intestin

Les concentrations en I'aluminium dans le duodénum, le jéjunum et I'iléon

après perfirsion avec les solutions aluminiques et avec Ia solution de Tyrode
(solution témoin) sont réunies dans le tableau 11.

a - Influence du ternps d'ineubation

Il existe quelques différences, selon la durée du temps de contact de la

solution aluminique avec la muqueuse intestinale, dans la concentration
aluminique du tissu intestinal.

Pour Ie citrate d'aluminium, on observe une baisse de la rétention
aluminique après 60 minutes d'incubation par rapport aux autres temps. Selon le
fragment intestinal, cette diminution varie entre 50o/o et 60% (52o/o, SIyo et 58o/o
pour respectivement Ie duodénum, Ie jéjunum et I'iléon).

Pour Ie chlorure d'aluminium, la concentration iléale en aluminium est
plus faible d'environ 75% à 30 et 60 minutes d'incubation par rapport à un temps
de 15 minutes d'incubation. Mais pour certaines solutions, I'augmentation du
temps d'incubation provoque I'augmentation de la concentration en aluminium
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dans les fragments intestinaux : pour le tartrate d'a-luminium dans le duodénum

et Ie jéjunum (28%), pour le gluconate d'aluminium dans le duodénum et I'iléon

(48% et 47%o respectivement), et pour le lactate d'aluminium et Ie glutamate

d'aluminium dans I'iléon (43% et 73% respectivement).

Au niveau plasmatique, nous observons une augmentation de Ia

concentration en aluminium avec le temps d'incubation pour le gluconate

d'aluminium (+38%), le tartrate d'aluminium (+48%) et Ie lactate d'aluminium
(+35%). Pour ces solutions, I'aluminémie la plus éIevée est obtenue à 60 minutes

d'incubation. Pour le sulfate d.'aluminium et Ie nitrate d'aluminium, nous

observons un pic d'absorption à 30 minutes d'incubation de I2o/o et 16%

respectivement, cependant Ia concentration en aluminium plasmatique est de

faible importance pour ces solutions en comparaison avec les solutions

organiques. Pour le citrate d'aluminium, le chlorure d'aluminium et le glutamate

d'aluminium, I'aluminémie n'est pas significativement différente selon le temps

d'incubation-

b - Influence du composés aluminique

' Au niueau du duodénum

La quantité d.'aluminium Ia plus élevée est observée pour Ie nitrate

d'aluminium (envircn 220 pg AI/S organe), puis la concentration duodénale en

aluminium est inférieure de 35% pour Ie chlorure d'aluminium, le sulfate

d'aluminium, Ie lactate d'aluminium et Ie glutamate d'aluminium (environ 150
pg Al/g organe). Il n'existe pas de différence significative entre le citrate

d'aluminium, le gluconate d'aluminium, le tartrate d.'aluminium et le témoin
(solution de Tyrode) ; le niveau d'aluminium moyen pour ces solutions est

d'environ 10 pg AUg organe.
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' Au niueau du jéjunum

De fortes concentrations d'aluminium sont observées pour cinq solutions,

qui sont par ordre décroissant : le nitrate d'aluminium (350 pg AUg organe), le

chlorure d'aluminium (250 Fg AUS organe), le lactate d'aluminium et Ie

glutamate d'aluminium (210 pg Al/g organe), puis le sulfate d'aluminium (155 pg

Al/g organe). Les autres solutions ne sont pas significativement différente du

témoin comme ce qui a été observé pour Ie d,uodénum.

" Au niueau de I'iléon

Le lactate d'a-Luminium et Ie chlorure ont Ia plus forte concentration

d'aluminium au niveau iléat (100 pg Al/S organe). Les perfusions de nitrate

d'aluminium, de citrate d.'aluminium et de glutamate d'aluminium entraînent

une petite accumulation d'aluminium d'environ 25 pS Al/g organe, alors que Ie

sulfate d'aluminium, Ie gluconate d'aluminium, Ie tartrate d'aluminium ne sont

pas significativement différents du témoin.

c - Influence du segment intestinal

Considérant une solution donnée, Ies variations observées sont identiques

quel que soit le temps d'incubation. Nous pouvons distinguer 2 groupes parmi les

solutions :

(1) les solutions minérales, le lactate d'aLuminium et le glutamate

d.'aluminium. Les concentrations d'aluminium dans les segments intestinaux

sont significativement différentes et on observe I'ordre décroissant suivant :

jéjunum > duodénum > iléon. Excepté pour Ie sulfate d'aluminium où iL n'existe

pas de différence entre le jéjunum et le duodénum.

(2) les autres solutions organiques et la solution témoin. Il existe des

différences moindres entre les segments intestinaux et la rétention de

I'aluminium est peu éIevée. La rétention de I'aluminium est identique pour tous

Ies segments intestinaux : duodénum - jéjunum = iléon ; à part pour le groupe

témoin où la concentration aluminique est plus faible d.ans I'iléon.
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Nous voyons que plus I'intestin retient d'aluminium, plus les différences

entre les fragments sont significatives. La plus forte accumulation d'aluminium

est observée dans le jéjunum, suivie du duodénum puis de I'iléon.

3) Apparition de I'aluminium dans la sans

La fi,gure 18 illustre les concentrations en aluminium plasmatique selon

les temps d'incubation. Nous observons que I'absorption de I'aluminium est

affectée par le type de solution perfusée. C'est toujours la solution de citrate

d'aluminium qui provoque la plus forte aluminémie, comparée avec les autres

solutions testées (0,0001 < p < 0,05), excepté pour le tartrate d'aluminium à 30
minutes (NS).

Pour les temps d'incubation de 15 minutes, Ies solutions de gluconate

d'aluminium et de lactate d'aluminium induisent un taux plasmatique en

aLuminium significativement plus élevé que le témoin (p < 0,05).

Lorsque le temps d'incubation double (30 minutes), Ie tartrate
d,'aluminium (p < 0,0001) s'ajoute aux solutions de citrate d'aluminium, de lactate

d'aluminium et de gluconate d'aluminium. L'aluminémie pour les autres
solutions perfusées ne se distingue pas du témoin.

Lors d'une perfusion d.e 60 minutes, nous observons clairement des
dtfférences entre les solutions aluminiques et nous pouvons distinguer de façon
siqnifinativp R c"ï 'ôr'rYrps '

(1) te citrate d'aluminium,
(2) Ie gluconate d'aluminium, le tartrate d'aluminium, le lactate

d'aluminium,
(3) Ie chlorure d'aluminium, le nitrate d'aluminium, le sulfate

d,'aluminium, le glutamate d'aluminium et le témoin.

Avec un temps de perfusion de 60 minutes, Ies formes aluminiques
utilisées affectent significativement I'absorption intestinale et I'apparition du
métal dans Ie sang. Lorsque la durée d'incubation est inférieure, les
concentrations en aluminium sanguines sont moins différentes. Pour cette raison,
nous utiÏserons une incubation de 60 minutes dans toutes les expériences qui

suivent.

^l-.
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4) Effets du DNP

Les résultats sont présentés dans la figure 19. Après perfusion des

solutions aluminiques contenant 0,01 mM de DNP, nous observons une

diminution d.e I'accumulation de I'aluminium d.ans les fragments intestinaux

pour 5 solutions : - 32o/o dans le duodénum pour le citrate d'aluminium

b < 0,05), respectivement - 62% et - 43o/o dans le jéjunum pour Ie sulfate

d'aluminium et le nitrate d'aluminium (p < 0,05), - 94% dans I'iléon pour le

lactate d'aluminium (p < 0,0001) et respectivement - 4I% et - 89% dans Ie

d,uodénum et I'iléon pour Ie glutamate d,'aluminium (p < 0,005). Cependant,

aucune di-fférence significative n'est apparue pour les concentrations

plasmatiques.

Pour Ie témoin, le chlorure d'aluminium, le tartrate d'aluminium et Ie

gluconate d'aluminium, il n'y a pas de modification de I'absorption ou de la

rétention de I'aluminium entre les groupes avec et sans DNP.

5)

alimentaires

Nous avons choisi Ie citrate d'aluminium pour cette partie expérimentale

car son absorption à travers I'intestin et son passage dans le sang sont

généralement plus élevés que pour les autres solutions. Les comparaisons se

feront avec le groupe 3 (solution de Tyrode perfusée avec 16 mmol Al/I) pour les

expériences B, C et D (tableau 12).

Dans tous les gïoupes (du numéro 2 au numéro 11), nous observons que Ia

concentration aluminique est toujours supérieure au groupe témoin (groupe 1,

perfusion sans aluminium) (p

intestinaux).
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a - Influence de la concentration en alum.inium perfusée

Il s'agit de I'expérience dénommé A (gxoupes 1 à 6). Nous avons perfusé 6

doses différentes d'aluminium :

- 0 pmol d'a-Luminium (dose témoin)
- 32 pmol d'aluminium ([Al] = 3,2 mM, dose x 1/5)

- 160 pmol d'aluminium ([AU = 16 mM, dose x 1' d'e référence)

- 320 pmol d'aluminium ([Al] = 32 mM, dose x 2)

- 480 pmol d'aluminium ([Al] = 48 mM, dose x 3)

- 640 pmol d'aluminium ([At] = 64 mM, dose x 4).

Nous nous sommes limités à ces concentrations car pour des doses

d.'aluminium sup érieures, la solution devient hyper-osmotique.

Le taux plasmatique et les concentrations tissulaires sont affectées par

I'augmentation de la concentration en aluminium du perfusat.

Dans le duodénum, toutes les valeurs sont significativement dtfférentes et

augmentent avec la concentration en aluminium du perfusat (0,0001 < p< 0,05)-

La rétention de I'aluminium dans Ie jéjunum est id.entique pour une perfusion de

160 pmol et 320 pmol d'aluminium (groupes 3 et 4). Les moyennes pour

I'accumulation jéjunale de I'aluminium des autres groupes sont significativement

différentes et augmentent également avec la concentration du perfusat (0,0001 <

p <  0 ,01) .

Dans I'iléon, nous observons que les groupes 5 et 6, ayant les plus fortes

concentrations aluminiques dans le perfusat, sont significativement différents

des groupes 2, 3 et 4 (0,0001 < p < 0,05).

Les résultats obtenus pour les valeurs plasmatiques sont particulièrement

intéressants. Il n'y a pas d.e différence entre les groupes 3, 4 et 5. Les résultats

obtenus peuvent être classés de la façon suivante : groupe 1 < groupe 2 < groupes

B, 4 et b < groupe 6 (0,0001 < p< 0,05). Quand le perfusat contient les quantités

les plus élevées en aluminium (groupe 6), Ies teneurs plasmatiques en métal

présentent une grande variabilité interindividuelle (de 191 FB Al.L't à 1797 ttï

Al.L-l). II semble que I'absorytion de I'aluminium devient aléatoire chez certains

rats, pouvant peut-être correspondre à de légères lésions de la membrane

intestinale qui affecterait I'intégrité cellulaire. Ces variations entre les individus
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peuvent être également dues à I'osmolarité de la solution qui est plus éIevée que

Ies autres solutions (44b mosm) et où certains échanges dictés par les lois de

I'osmose peuvent avoir lieu.

Si nous éIiminons les valeurs du groupe 6, les concentrations plasmatiques

en aluminium semblent atteindre lentement une valeur limite d"e saturation pour

Ie passage de I'aluminium dans Ie sang.

b - Influence du calcium

Il s'agit d.e I'expérience B (groupes 7 à 9). L'accumulation de I'aluminium

dans les fragments intestinaux n'est pas modifiée par I'augmentation de Ia

concentration calcique d.ans le milieu de perfusion. Cependant, le taux sanguin

est réduit d.'environ 50% après perfusion d'une solution aluminique contenant

une quantité calcique doublée ou quadruplée (0,005 < p < 0,05 ; gloupes 8 et 9

comparés au groupe 3).

Si le calcium est totalement supprimé du milieu de perfusion, nous

observons une diminution de 50% du niveau d'aluminium accumulé dans Ie

duod.énum (p . 0,01, groupe 7 comparé au groupe 3), mais il n'y a pas de

différence pour Ie jéjunum et I'iléon. Cependant, nous observons une différence

au niveau plasmatique : le gïoupe 7 a une baisse de 50% de son aluminémie

comparée au groupe 3 (P < 0,005).

Il existe un effet significatif de Ia concentration en calcium sur I'absorption

intestinale d.e I'aluminium; mais que ce soit une augmentation ou une

ùiminution de la teneur calcique, Ies effets sont les mêmes et le taux plasmatique

en aluminium diminue dans des proportions id.entiques (0,005 < p < 0,05), c'est

toujours le groupe 3 qui a les valeurs les plus élevées. Cependant, Ies valeurs

obtenues d.ans ces expériences (groupes 7, 8 et 9) sont toujours significativement

supérieures à celle des témoins (groupe 1).

c - Influence du PhosPhore

Dans I'expérience C, Ie phosphore est éliminé du milieu de perfusion. Une

diminution significative des concentrations aluminiques, c'est-à-dire du plasma

fu < 0,0001), du duod.énum et du jéjunum (p < 0,05), est observée dans le groupe

10. 1} apparaît que la concentration plasmatique est réduite de 60%, alors que Ia

baisse moyenne dans I'intestin est de 38%.Le taux d'aluminium dans I'iléon reste

inchangé.
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d - Influence du glucose

Nous avons supprimé le glucose du milieu de perfusion dans I'expérience

D. Il s'ensuit une diminution significative de la concentration duodénale en

aluminium d.'environ 55% G, < 0,005) et de la concentration plasmatique en

aluminium de 42% b < 0,05). Les valeurs du groupe 11 ont été comparées à celles

du groupe 3.

V - Discussion

L'objectif de Ia présente étude est de mesurer les effets, en utilisant Ia

technique de perfusion intestinale sur des rats non urémiques, de plusieurs

paramètres qui peuvent éventuellement influencer I'absorption intestinale de

I'aluminium.

En effet, plusieurs facteurs peuvent modifier la quantité d'aluminium

absorbée à travers Ia barrière intestinale, mais le facteur primordial dans

I'intoxication aluminique est la biodisponibilité de I'aluminium. L'aluminium

peut être présent sous une forme colloidale ou complexée et soluble après liaison

avec des agents chélatants. C'est pourquoi, nous avons préalablement vérifié

I'ultrafiltrabfité des différentes solutions aluminiques utilisées pour cette étude,

dans une solution de Tyrode à PH = 4.

Toutes les formes aluminiques présentent environ 100o/o d'ultrafiltrabilité,

ainsi I'aluminium est soluble et donc biodisponible dans toutes les solutions. Les

variations observées au niveau de I'absorption intestinale sont donc Ia

conséquence de I'espèce chimique formée entre I'aluminium et le chéIateur et non

dues à des différences de quantité d'aluminium biodisponible à cause de

précipités dans la solution initiale.

l) Rôle des solutions aluminiques

Les valeurs des concentrations aluminiques dans les différents fragments

intestinaux sont modifiées selon la forme chimique de I'aluminium testée.

Nous observons la même accumulation de I'aluminium dans le duodénum

et le jéjunum, mais les valeurs aluminiques varient selon les solutions : nitrate

d'aluminium

d aluminium, sulfate d'aluminium > citrate d'aluminium, gluconate d.'aluminium

et tartrate d'aluminium. Pour l'iléon, I'ordre diffère de celui des segments
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proximaux : lactate d'aluminium, chlorure d'aluminium ) nitrate d'aluminium,

citrate d'aluminium, glutamate d'aluminium ) sulfate d'aluminium, gluconate

d'aluminium, tartrate d'aluminium-

L'absorption de I'aluminium est reflétée par I'apparition de I'aluminium

dans le sang. Nous observons que le niveau le plus élevé de I'aluminium

plasmatique est obtenu pour la perfusion de citrate d'aluminium, ceci est en

accord avec de nombreuses études sur cette forme chimique de I'aluminium

(Slanina et coll., 1984 ; Bakir et coll., f986 ; Martin, 1986a et b ; Weberg &

Berstad, 1986 ; Froment et coll., 1989a ; Van der Voet et coll., 1989 ; Walker et

coll., 19g0 ; Owen et coll., 1994). Nous pouvons donner le classement suivant pour

la concentration plasmatique en aluminium après 60 minutes de perfusion :

citrate d.'aluminium

d'aluminium

d'aluminium, nitrate d'aluminium.

Comme nous le voyons d.ans le tableau 13, Ies valeurs d'aluminium dans le

plasma sont négativement corrélées avec Ia quantité totale daluminium retenue

dans Ia muqueuse intestinale. En d'autres termes, plus I'aluminium est retenu

dans Ia muqueuse intestinale, moins I'aluminium apparaît dans Ie sang. Cette

observation est confirmée par les travaux de Van der Voet (1992). Ainsi, nous

observons que les composés inorganiques de I'aluminium, le glutamate

d.'aluminium et Ie lactate d'aluminium, sont plus difficilement absorbés alors que

les complexes organiques de I'aluminium traversent facilement la barrière

intestinale. Des travaux expérimentaux ultérieurs, chez le rat, ont déjà montré

que certains acides, tel que les acides ascorbique, malique, oxalique, et d'autres,

favorisaient I'absorption intestinale de I'aluminium @omingo et coll., 1991a et b ;

Gomez et coll., 1994).

Si nous regard.ons la composition moléculaire des complexes aluminiques,

nous pouvons établir un ordre de grandeur de I'afÊnité entre les molécules

organiques et minérales étudiées et le métal. Dans la littérature, les constantes

de stabilité des complexes aluminiques n'étant pas disponibles (excepté pour le

citrate d'aluminium et le sulfate d'aluminium), nous avons établi un ordre basé

sur les groupements fonctionnels. En effet, nous savons que I'aluminium forme

préférentiellement des complexes avec des molécules organiques contenant les

groupements fonctionnels suivants :
- groupement carboxylique - COOH,
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- groupement hYdroxYl - OH,
- groupement azotê - NHz.

par contre,l,aluminium ne présente aucune affinité pour les groupements thiols -

SH contrairement aux autres métaux lourds (Pb, Cd "')'

Ainsi, au sein d'une même molécule, le nombre de groupements

susceptibles d.e former une liaison avec I'aluminium peut influencer la capacité

de former un complexe plus ou moins stable entre I'acide et I'aluminium. En

conséquence, en comparant les formules des différents composés étudiés, nous

pouvons établir un ordre théorique de I'action chéIatrice des acides organiques

basé sur leurs groupements fonctionnels (tableau 14). Il apparaît que le meilleur

chélateur de I'aluminium est I'acid.e citrique avec ses 3 groupements

carboxyliques et son groupement hydroxyl. L'acide tartrique et I'acide gluconique

présentent également d.es capacités de fixation intéressantes avec I'a-Luminium

mais cepend.ant inférieur à celle du citrate. Mais il est difficile de différencier ces

deux d.erniers acid,es car I'un, I'acide tartrique, possède 2 groupements

carboxyliques et 2 groupements hydroxyl alors que I'autre, I'acide gluconique,

présente 1 seul gïoupement carboxylique et 5 groupements hydroxyl' Ne sachant

pas quel groupement possèd.e le plus fl'afÊnité, nous ne pouvons pas djfférencier

ces deux molécules. L'acide lactique, avec un seul groupement hydroxyl et un seul

carboxylate viendrait ensuite dans le classement. En ce qui concerne I'acide

glutamique, nous

Cepend.ant, au PH
(pKa = 9,67).

avons 2 fonctions carboxyliques et un groupement azoté.

d.e I'expérience, le groupement -NHz est sous forme -NHs*
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Tableau 14 : Formules d.es acides organiques utilisés pour notre étude et nombre

de groupements fonctionnels ayant une affinité pour I'aluminium.

Acides Formules Group ements fonctionnels
-COOH -OH -NH2

ACIDE
CITRIQUE

CHz - COOH
I

HO_C_COOH
I
CIJ? _ COOH

3

ACIDE
LACTIQUE

CHg

I
CHOH
I
COOH

ACIDE
TARTRIQUE

COOH
I

CHOH
I
CHOH
I
COOH

ACIDE
GLUCONIQUE

COOH
I
CHOH
I
CHOH
I
CHOH
I
CHOH
I
ç.H.eQH
COOH
I
CHz
I
CHz
I
CH - NHz
l
cooH

o

ACIDE
GLUTAMIQUE
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Après les complexes formés avec les acides organiques, I'aluminium peut

présenter une affinité avec certaines molécules minérales. Le sulfate et le

chlorure présentent des caractères complexants très moyens vis-à-vis de

I'aluminium. Par contre, Ie nitrate est connu pour n'avoir aucun pouvoir

complexant avec les cations mslalliques. Ainsi, nous remarquons que I'absorption

d.e I'aluminium est corrélée positivement avec I'affinité que présente I'aluminium

avec les complexants. Les molécules organiques sont celles qui présentent la plus

forte affinité par la présence des groupements fonctionnels -COOH, -OH et -NHz.

Ce sont également ces composés qui présentent la plus forte concentration dans

Ie plasma et les plus faibles rétentions dans les fragments intestinaux : avec le

citrate d'aluminium qui est Ie plus absorbé, puis Ie tartrate d'aluminium, le

gluconate d.'aluminium, Ie lactate d'aluminium puis le glutamate d'aluminium.

Les composés les moins bien absorbés sont les complexes minéraux avec le

nitrate d.'aluminium qui est celui qui traverse la barrière intestinale avec le plus

de diffi.culté.

Ainsi, plus un complexe est stable, plus I'absorption intestinale est grande

car I'aLuminium reste sous une forme soluble. Alors qu'un complexe peu stable,

peut se dissocier facilement et former des précipités de phosphate d'aluminium,

de carbonate d'aLuminium ou dhydroxyd,e d'aluminium. Lorsque I'aluminium est

sous une forme précipitée, il ne peut plus passer à travers les membranes et iI

s'accumule au niveau du lieu de précipitation. C'est pour cette raison que peu

d.'aluminium est retrouvé dans le plasma alors que les concentrations dans les

tissus intestinaux sont éIevées.

2) Rôle des segments intestinaux

Les résultats de cette étude montrent que pour le chlorure d'aluminium, le

nitrate d'aluminium, le sulfate d'aluminium, le glutamate d'aluminium, le lactate

d'aluminium, il existe une différence d.'accumulation de I'aluminium selon les

fragments intestinaux. En effet, et quelle que soit Ia durée d'incubation, on a

I'accumulation dans un ordre décroissant : jéjunum > duodénum > iléon. Pour les

autres solutions (le citrate d'aluminium, Ie tartrate d'aluminium, le gluconate

d'aluminium) où I'absorption aluminique est la plus conséquente, la différence

d'accumulation de I'aluminium entre les segments intestinaux est moinfue. Nous

savons que I'un des facteurs influençant I'absorption de I'aluminium est la forme

chimique ; or les espèces chimiques en solution sont conditionnées par le pH. Van

d.er Voet (1986) a en effet montré que I'absorption de I'aluminium est pH
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dépendante. Une caractéristique importante du tractus gastro-intestinal est les

modfications de pH. Au niveau du duodénum, le pH est acide (pH = 2 à 3) et

I'aluminium reste sous une forme soluble Al(tIzO)a3+. Cette espèce chimique est

disponible pour la complexation et pour Ie passage de la muqueuse intestinale.

Pour cette raison, certains auteurs trouvent que Ie maximum de I'absorption se

fait au niveau du duodénum et de I'estomac (Alfrey, 1986 ; Provan & Yokel,

1g88a). Le pH augmente ensuite progtessivement de la fin du duodénum (arrivée

des canaux biliaires et pancréatiques) jusqu'à l'iléon pour atteindre alors un pH

de 7 à 8. L'aluminium va précipiter localement sous I'influence de cette

augmentation de pH. Ce phénomène explique I'augmentation de I'accumulation

aluminique au niveau du jéjunum. Ces résultats sont en accord avec ceux de

Feinroth et coll. (1982). Enfin, au niveau de l'iléon, I'accumulation de I'aluminium

est Ia plus faible car une gïande partie de I'aluminium n'est déjà plus d-ans la

lumiére intestinale, soit l'aluminium à précipiter au niveau de l'intestin

proximal, soit I'aluminium a êté absorbé, ce qui concordent avec les travaux de

Partridge et coll. (1989). Plus le composé aluminique est soluble et stable dans un

intervalle de pH important, comme Ie citrate d.'aluminium, plus le chéIateur

facilite I'absorption transépithétiale de I'aluminium via un effet direct sur les

mécanismes de transport cellulaire @roment et coll., 1989b). Pour résumer,

jusqu'à pH 4, c'est-à-dire au niveau du duodénum, I'aluminium est susceptible de

rester à I'état cationique sous forme Al (IIzO)e3*. Le métal peut rester en solution

sans être précipité et ceci même en I'absence de complexants. L'aluminium est

donc biodisponible. Au niveau du jéjunum et de I'iléon, le pH se rapproche de Ia

neutralité. Les acides tartrique, Iactique et gluconique sont sous forme d'e

tartrate, Iactate et gluconate pour plus de 99%. Le citrate a deux fonctions à

I'état de -COO' et Ia troisième, dont le pKa est de 6,39 est pour 80% sous forme de

-COO- et pour 20% sous forme de -COOH. Pour I'acide glutamique, les fonctions

carboxyliques sont déprotonées (sous forme -COO) et le groupement azotê est

sous forme -NHe*. Ainsi, en dehors de I'acid.e glutamique, il n'y a pas d'influence

du pH sur le pouvoir complexant des différents acides envisagés.

3) Rôle de la durée d'incubation

Nous voyons que deux solutions ont une baisse d'accumulation de

I'aluminium dans I'intestin sans être suivie d'une augmentation de sa

concentration plasmatique.

Le chlorure d'aluminium accumule beaucoup moins d'aluminium au

niveau de l'iléon après 60 minutes d'incubation. Ceci peut être la conséquence
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d.'une remobilisation de I'aluminium précipité dont la cinétique ne permettrait

pas d'observer ce phénomène sur des temps plus courts'

Le citrate d'aluminium voit également la concentration intestinale d.e

I'aluminium diminuer d'environ 50% dans tous les segments intestinaux après 60

minutes d'incubation. Ce temps semblerait nécessaire à atteindre un équiJibre au

niveau d.es transferts à travers la barrière intestinale. Cependant, au niveau

plasmatique, nous n'observons pas de différence car, dès 15 minutes d'incubation,

I'absorption semble être maximale.

Pour les autres solutions, I'accumulation intestinale augmente avec Ie

temps d'incubation. Cette augmentation peut avoir lieu dans le duodénum et le

jéjunum (c'est le cas du tartrate d'aluminium), au niveau du duodénum et de

I'iléon (gluconate d'aluminium) ou d.ans I'iléon (actate d'aluminium). Dans ces

cas, nous observons une augrnentation relativement importante de I'absorption et

de I'aluminémie après 60 minutes (environ 40o/o). Ainsi, pour ces solutions,

I'augmentation de I'aluminium retenu d,ans I'intestin signifie une augmentation

du passage d,e I'aluminium dans le compartiment sanguin. L'augmentation du

temps d.e contact favorise le passage de Ia lumière intestinale à I'entérocyte, puis

de I'entérocyte au système sanguin. Pour le nitrate d'aluminium, le sulfate

d'aluminium et Ie glutamate daluminium, I'augmentation du temps de contact

entre Ie métal et Ie tissu intestinal n'a que peu d.'effet. Ces solutions ont peu

d'affrnité avec I'aluminium, I'accumulation de I'aluminium est immédiate et très

élevée dès le début de I'incubation.

4)

intestinal

II est connu que les mécanismes de I'absorption intestinale de I'aluminium

inclus en même temps une voie paracellulaire Ie long des entérocytes (transport

passif, processus de transport non saturable) et une voie transcellulaire à travers

les entérocytes (transport passif, facilité et actif, processus de transport

saturables) (Van d.er Voet, Lggz ; Adler & Berlyne, 1985). Le transport de

I'aluminium semble se faire en plusieurs phases. La phase initiale est due à Ia

distribution ou à I'absorption de I'aluminium à la surface de la muqueuse

intestinale. La seconde phase présumée résulte de l'éLimination de I'aluminium

de Ia lumière et peut refléter I'absorption de I'aluminium par la muqueuse

intestinale (Provan & Yokel, 1988). Cette phase semble être la cible du DNP,

utilisé pour I'inhibition d.es processus actifs, car nous observons dans notre étude
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une diminution de la rétention aluminique d.ans di-fférents fragments intestinaux

mais pas de morlification au niveau de I'apparition de I'aluminium dans le

compartiment sanguin. La concentration en DNP a été directement transposée

des données de la littérature @einroth et coll., 1982). La diminution significative

de la concentration aluminique dans I'intestin est une conséquence de

modifications dans la voie transcellulaire du métal.

Dans notre étud.e, nous travaillons avec des concentrations en aluminium

élevées dans Ie perfusat, c'est la raison pour laquelle Ia majorité d.e I'absorption

de I'aluminium se fait par Ia voie paracellulaire non saturable. Nous voyons

également que le taux d'aluminium plasmatique n'est pas modifi.é parce que les

mécanismes énergie-dépendants ont une importance moindre pour de fortes

concentrations en aluminium dans la lumière intestinale. Munch & Schultz

(1g74) suggèrent que le jéjunum, en particulier, présente un flux important de

cations par Ia voie paracellulaire, en accord avec nos résultats. En fait, Okada et

coll. (1gZT) rapportent que Ia voie paracellulaire dans I'intestin grêle du rat

représent e 90% de la conductance totale du tissu. Ces observations suggèrent

qu'une large fraction de I'absorption aluminique a lieu entre les cellules, plutôt

qu'au travers d'elles.

Cepend.ant, nous ne pouvons pas négliger Ia voie transcellulaire car nous

voyons que I'augmentation de la concentration en aluminium dans Ie perfusat

s'accompagne d.'une augmentation progressive de I'accumulation du métal dans

I'intestin. Mais les valeurs plasmatiques ne sont pas significativement différentes

pour des valeurs en aLuminium perfusées allant jusqu'à 480 pmol d'aluminium.

Ceci suggère I'existence d'un phénomène saturable pour le passage de

I'aluminium dans Ie sang. Par contre, pour des valeurs d'aluminium perfusées de

640 pmol, Ia valeur moyenne d.ans le sang augmente brusquement, avec

cepend.ant d.es variations interindividuelles très grandes pouvant être dus à

I'osmolarité de la solution. Ainsi, si nous excluons ces valeurs, nous voyons que

I'absorption de I'aluminium et son apparition dans le sang pourraient emprunter

une voie d.e transfert saturable. De plus, d'autres résultats nous signalent qu'une

partie de I'absorption aluminique est régie par des phénomènes saturables. Ces

mécanismes peuvent être, soit énergie-dépendant, soit dépendants de

transporteurs présents en nombre limité. Les résultats obtenus pour les

expériences B, C et D sur le Ca, le glucose et Ie phosphore vont dans ce sens.

Des chercheurs ont démontré qu'une partie de I'absorption active de

I'aluminium peut être semblabte aux processus empruntés pour l'absorption
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active d.u calcium. L'hyperparathyroidie est un paramètre en rapport avec

I'augmentation de I'absorption de I'aluminium (Mayor et coll., 1977 et 1980)-

Adler & Berlyne, en 1985, ont étudié I'absorption intestinale de I'aluminium chez

des rats déficients ou non en vitamine D. Leurs résultats suggèrent que

I'aluminium est absorbé à la fois par des mécanismes non saturables et un

mécanisme vitamine D-dépendant, saturable, pour lequel I'aluminium peut être

en compétition avec le calcium.

Dans notre étude, lorsque nous augmentons Ia concentration calcique dans

la perfusion, nous observons une diminution de I'absorption de I'aluminium

plasmatique. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment cités qui

suggèrent une compétition entre le calcium et I'aluminium. Les deux cations

seraient en compétition pour les sites de fixation des protéines solubles

cytoplasmiques (de poids moléculaire compris entre I 000 et 10 000 daltons)

responsables de I'acheminement et du relargage des ions vers la membrane

basolatérale d.e I'entérocyte (Adler et coll., 1986 ; Cochran et coll., f990a)-

L'absorption du calcium a Lieu principalement au niveau du duodénum (Favus,

1985). Ainsi, lorsque Ia concentration en cations est trop élevée, la saturation des

protéines de fixation va entraîner la réduction de I'absorption. Par la suite,

I'absorption est régulée par I'hormone parathyroTde et la vitamine Da qui

interviennent sur Ia stimulation de Ia synthèse intracellulaire des protéines

fixatrices de calcium. Mais, notre temps d'incubation de 60 minutes est trop court

pour permettre de voir les effets de cette augmentation de synthèse se répercuter

sur I'augmentation de I'absorption de I'aluminium et son passage dans le sang.

De plus, nous savons que le passage paracellulaire de I'aluminium est sous

I'influence du calcium car Ie calcium modifie l'étanchéité des jonctions serrées d,es

cellules épithéIiales. En effet, Ie calcium extracellulaire est nécessaire à Ia

fermeture de ces jonctions (I\{artinez-Palomo et coll., 1980). Lorsque nous

augmentons Ie calcium dans la perfusion, nous provoquons la fermeture d'es

jonctions et nous diminuons ainsi Ie passage paracellulaire de I'aluminium par

conséquent, I'apparition du métal dans le sang.

Cependant, nous observons également une baisse de l'absorption de

I'aluminium dans Ie duodénum et dans le plasma lorsque nous supprimons le

calcium dans la perfusion. Ceci est en contradiction avec les résultats de Provan

et Yokel (1988 et 1990) et Yokel & Mc Namara (1990) qui observent une

augmentation de I'absorption en absence de calcium. Or les expériences faites en

relation avec un manque de calcium ont souvent des résultats qui diffèrent mais

les sels aluminiques utilisés sont souvent différents d'une étude à l'autre, de

même que les protocoles expérimentaux. Ces divergences rend,ent difficile la
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comparaison des résultats de plusieurs études. Dans notre étude, la disparition

du calcium du milieu de perfusion est suivie d'une diminution rapide de

I'absorption d.e I'aluminium. Nous savons que le calcium est nécessaire aux

contractions musculaires en se liant à la calmoduline ; ce mécanisme est celui qui

intervient au niveau du péristaltisme intestinal. Ainsi, en supprimant totalement

I'apport de calcium intraluminal, nous pouvons modifier I'équilibre calcique par

Ia sortie des ions calcium vers la lumière intestinale selon les Iois qui régissent

l,osmose. La cellule se trouve alors appauvrie en calcium et I'apport d'aluminium

moctifie la configuration des sites de fi.xation du calcium (Siegel & Haug, 1983).

De plus, nous savons que I'aluminium diminue le péristaltisme intestinal (Cunat

et coll., 1998), entraînant une diminution des mouvements de brassage

nécessaire à optimiser Ie contact des molécules avec la muqueuse et donc la

réduction de I'absorption, que ce soit vis-à-vis de I'aluminium ou des autres

molécules.

En accord avec Feinroth et coII. (1982) nous voyons que I'absorption

aluminique est inhibée par I'absence de glucose et I'absence de phosphore' ces

deux paramètres étant inhibiteurs de Ia respiration cellulaire, suggérant ainsi

que I'aluminium est transporté de façon active. La diminution de I'absorption d'e

I'aluminium lorsque le phosphore et Ie glucose sont supprimés peut être due à la

diminution d.u péristaltisme comme précédemment cité , sans agir au niveau du

complexe protéique Ca2+-calmod.uline, mais cette fois-ci, au niveau des

phénomènes énergétiques comme la formation d'ATP ou Ia précipitation d'ATP

par AI3*.

Nous avons étudié ces quelques facteurs influençant I'absorption de

I'aluminium à travers la barrière intestinale avec du citrate d.'aluminium car le

passage de I'aluminium est plus important lorsqu'il est chélaté et le citrate

favorise cette absorption. Cepend.ant, le citrate devient un paramètre

supplémentaire dans l'étud.e de I'absorption de I'aluminium qui est déjà

dépend.ante de nombreux facteurs qui modifient I'absorption du métal et rendent

ainsi plus difficile la connaissance des mécanismes précis du passage dans

I'organisme et donc de la toxicité. Par exemple, I'acide citrique est connu pour

augmenter I'absorption d'autres minéraux comme le calcium ([Iarvey et coll.,

1988), le fer (Garber & Wei, lg7 4) et le zinc (flurley & Lônnerdal, 1982), ce qui

peut éventuellement influencer d,e façon indirecte, I'absorption de I'aluminium.

L'absoration de I'aluminium est facilitée par le citrate et considérée comme

importante par d.e nombreux auteurs; mais si nous regardons la quantité totale

d'aluminium contenue d.ans les organes, après une perfusion de 480 pmol

d'aluminium, en excluant I'intestin, elle ne représente que O,Iyo de la quantité
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d'aluminium totale perfusée, soit 27 pg. La quantité d.'aluminium contenue dans

I'intestin grêIe, sachant que I'intestin est directement en contact avec Ie métal, ne

représente que I% del'aluminium (résultats non publiés).

Ainsi, le passage d.e I'aluminium dans I'organisme ne représente qu'une

très faible fraction de I'aluminium présent dans la lumière (Alfrey, 1984) et la

majorité sera éliminée dans les fèces (Ondreicka et coll., 1966) et dans I'urine

(Szczekocki & Chmielewski, 1978 ; Galle, 1981 ; Burnatowska-Hledin et coll-,

1985b).
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TROISIEME PARTIE

ACCUMULATION DE L'ALUMINIUM ET DU FER
APRES INGESTION D'UNE NOURRITURE

SUPPLEMENTEE AVEC CES METAI.IX

I - Introduction

Berlyne et coll. (1970) ont été les premiers à suggérer que I'aluminium

administré par voie orale pouvait être absorbé et retenu dans I'organisme.

Depuis, plusieurs étud.es ont rapporté I'augmentation de I'aluminémie et de

I'aluminurie après ingestion de sels d'aluminium chez I'homme (Kaehny et coll.,

Ig77 ; Recker et coll., L977 ; Gorsky et coll., 1979) et chez I'animal de laboratoire

Oy'an der Voet & De Wolff, 1985 ; Feinroth et coll., 1982).

Peu d'informations sont disponibles sur les facteurs physiologiques et

alimentaires qui peuvent influencer I'absorption de I'aluminium. Les mécanismes

spécifiques de cette absorption ne sont pas connus. Par analogie avec d'autres

métaux, I'aluminium pourrait traverser la muqueuse intestinale par les voies du

passage de certains éIéments essentiels et qui ont une similitude chimique. Les

propriétés chimiques de I'aluminium suggèrent que I'un de ces éléments

potentiels pourrait être le fer ferrique @ea+;. En effet, les ions Fe3* et Al3* ont la

même valence et posséd.ent un rayon ionique très proche. En conséquence, ils ont

des propriétés chimiques voisines. Les deux cations présentent un optimum de

solubilité aux pH acides et forment des hydroxydes insolubles pour des pH

compris entre 4 et 9. Le fer ferrique et I'aluminium forment également des

complexes avec le citrate et d'autres chélateurs telle que Ia transferrine @othwell

et coll., 1979 ; Ganrot, 1986 ; Martin, 1986 ; Martin et coll., 1987 ; Cochran et

coII., 1984 ; Trapp, 1983). Ainsi I'absorption de I'aluminium peut être contrôlée

par certains facteurs régulant I'absorption du fer.
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Les propriétés chimiques de I'aluminium suggèrent que I'absorption

intestinale se ferait préférentiellement au niveau du duodénum car les sels

d'aluminium sont solubles aux concentrations rencontrées, aux pH inférieurs à 4-

4,5 et ce sont les conditions que I'on rencontre au début du tractus intestinal-

Comme nous I'avons déjà signalé, Iorsque le pH augmente, I'aluminium est

progressivement hydroxylé, polymérisé et devient insoluble (Alfrey, 1986 ;

Martin, 1g8G). Le citrate augmenterait de façon significative la solubilité de

I'afuminium en formant des complexes stables de citrate d'aluminium- Le

complexe est neutre et cette forme traverse Ia muqueuse intestinale plus

facilement que les ions hydroxylés avec une charge ionique aux intervalles de pH

compris entre 4 et 5 (I\4artin, 1986 ; Martin et coll., 1987)'

Ainsi, I'absorption de I'aluminium et du citrate d'aluminium est optimale à

ces pH. L'administration orale simultanée de citrate et d'aluminium augmente le

niveau d'aluminium d.ans le sérum et les tissus de rats mais aussi dans le sérum

et I'urine des sujets humains (Slanina et coll., 1985 ; Slanina et coll., 1986 ;

Froment et coll., 1989 ; Kirschbaum & Schoolwerth, 1989a)'

En se basant sur ces observations, nous avons étudié I'interaction entre

I'aluminium et le fer au niveau de I'absorption intestinale et d,e I'accumulation

tissulaire chez le rat. Nous avons étudié le fer ferrique (Fe3*) et le fer ferreux

Ge2*), ainsi que I'influence du citrate lorsque celui-ci est ajouté en quantité

équimolaire à I'alimentation.

II - Matériel et méthodes

1) Voie et mode d'administration

La voie orale est Ia voie principale d'exposition de I'aluminium dans

I'organisme humain, le métal sera donc administré par voie orale chez Ie rat-

Expérimentalement, I'administration entérale par gavage est la plus fréquente.

Toutefois, I'administration par gavage ne semble pas judicieux car chez I'homme,

I'exposition n'est pas aiguë mais réitérée au cours de la journée. Une étude

réalisée par Bernuzzi (L988) quant au traitement par voie orale concluait que

d.ans I'ensemble des essais réalisés (eau, nourriture ou gavage), le traitement

aluminique par la nourriture correspondait au protocole le plus satisfaisant-

Notre choix s'est donc orienté vers des administrations de sel d'aluminium

et de fer par I'intermédiaire d.e la nourriture.
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2) Rêactifs utilisés

Le chlorure d'aluminium hexahydraté (AICle-6 HzO) provient de Aldrich

@rance). Le chlorure de fer (IID (hexahydraté, FeCls-6HzO), Ie chlorure de fer

(II) (tétrahydraté, FeClz-4HzO), et Ie citrate tri-sodique (dihydraté, CoHsNaaOz-

2HzO) proviennent de Prolabo (France).

L'acide nitrique suprapur 6INOa) a êté commandé chez Merck (France).

La poudre de croquette M25 pour rongeurs provient de chez Extralabo

@rovins, France) et la farine de blé type 45 (Albona, Allemagne).

L'eau distillée est obtenue avec un système Millipore, modèIe MiUi-Q.

3) Matériel utilisé

- Centrifugeuse type Labofuge 2000 (Ileraeus Sepatech)

- Aiguille 0,7 mm x 30 mm (Terumo)

- Seringue 2 ml et 10 mI (Terumo)

- Capillaires pour hématocrite,75 mm / 60 pI (flirschmann Laborgerate)

4) Choix des quantités administrées

L'administration orale d'aluminium est prescrite afin de lutter contre

I'hyperphosphatémie d.es insuffisants rénaux chroniques. C'est pourquoi dans

cette étud.e, nous avons déterminé la dose d'aluminium nécessaire à complexer

I'ensemble des phosphates apportés par la nourriture. La quantité de phosphates

contenue dans la poudre de croquette est donnée dans la composition fournie par

Ie fabricant (annexe 1). La quantité de phosphore apportée par la farine de blé est

considérée comme négligeable, car I'essentiel du phosphore est sous forme

phytates, non assimilables par I'organisme (Alais & Linden, 1991). Ainsi, les

quantités de métal ont été calculées de Ia manière suivante : un kilogramme de

nourriture M25 Extralabo apporte 7,5 g de phosphore soit 0,24 moles de

phosphore. Il faut donc administrer 0,248 moles d'aluminium par kg de

nourriture soit 6,7 g Al par kg de nourriture.

Ainsi, notre dose d'aluminium Ia plus élevée (protocole 1, pour 10 jours

d'intoxication) est de 60 g de chlorure d'aluminium hexahydraté, soit 6,71 g Al

par kg de nourriture. Pour la quantité de fer à apporter, nous avons gardé le

même nombre d.e mole (0,248 moles de fer) soit 67,04 g de chlorure de fer(IID ou

13,84 g de Fe(III) par kg de nourriture.
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pour une intoxication sur 60 jours, nous avons diminué 10 fois les doses

(soit 24,8 mmole de métal) :
- chlorure d'aluminium : 6,0 s / kg nourriture (soit 0,67 g Al / kg

nourriture)
- chlorure de fer (III) : 6,7 g / kg nourriture (soit 1,38 g Fe / kg nourriture)

- chlorure de fer (II) : 4,93 g / kS nourriture (soit 1,38 g Fe / kg nourriture)

- citrate tri-sodiqu e : 7,29 S / kg nourriture pour les gtoupes T, Al, Fe(III) et

Fe (II), et 14,58 S lksnourriture pour les gtoupes AllFe(III) et Al/Fe(II)'

III - Protocole exPérimental

l) Protocole de traitement des animaux

L'étud.e est réa-lisée sur des rats mâles d,ont le poids corporel est de 210 +

2b grammes. Le choix d.es rats mâles a été orienté par I'inexistence de cycle

æstral pouvant interférer sur les teneurs des différents éléments recherchés.

Avant Ie traitement, I'eau et la nourriture (croquettes M25, Extra Labo,

Provins, France) sont distribuées od libitum.

Pendant le traitement, I'aluminium et Ie fer seront mélangés à Ia

nourriture stand.ard suivant la composition de base suivante :

Farine de bté ...... 200 g

Nourriture standard en poudre M25....'. ""' 800 g

Eau ultra-pure....... '  600 g

Après homogénéisation, Ies croquettes sont reconstituées et séchées

pendant plusieurs jours avant d'être distribuées aux animaux. La farine de bIé

sert de liant et I'eau permet la reconstitution des croquettes en formant une pâte

avec la poudre d'aliment et Ia farine.

Avant de débuter Ies traitements, les animaux sont divisés en plusieurs

groupes (tableau 15).
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Tableau 15 : Protocole d'intoxication des rats et quantité d'aluminium, de fer et

d.e citrate (en grammes) ajouté à la nourriture (pour 1 kg de croquettes).

Protocole

No

Durée Groupes Cro quettes reconstituées
supplémentées

AI Fe(III) Fe(II) Citrate

10 jours Témoin, T
Aluminium, Al
Fer (II|, Fe(III)
Aluminium + Fer (IID,

AllFe(IID

6,7r

6,7r
13,84

13,84

z 60 jours Témoin : T

Aluminium : Al

Fer (III) : Fe(II|

Aluminium * Fer (III):

AllFe(III)

Fer(II): Fe(II)

Aluminium + Fer (II):

AIIFe(II)

0 ,67

0,67

0,67

1,38

l_,38

1,38

1,38

3 60 jours Témoin * citrate : T-cit

Aluminium + citrate: 0,67

0,67

0,67

1,38

1,38

7,29

7,29

7,29

14,58

7,29

14,58

Al-cit

Fer (IID + citrate:

Fe(III)-cit

Aluminium + Fer (III)

+ citrate : AllFe(III) -cit

Fer(II) + citrate:

Fe(II)-cit

Aluminiup * Fer (II) +

citrate : AllFe(Il)-cit

1,38

1,38

Les jours précédant le

d.es croquettes reconstituées
début de I'expérimentation, les animaux reçoivent

(sans adjonction de métal) afin qu'ils puissent
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s'habituer à Ia légère différence de composition de nourriture. Afin d'éviter tout

phénomène de sous-nutrition, les animaux reçoivent tous les jours une quantité

déterminée de nourriture fixée en fonction d.e la consommation de la veille.

L'évolution de la consommation est suivie tout au long du traitement.

L'augmentation de la ration journalière est calculée de Ia manière suivante : si Ie

rat mange toute Ia nourriture en 24 heures, Ie lendemain, Ia quantité de

nourriture sera augmentée de 10%. S'il reste de Ia nourriture, la quantité du

Iend.emain restera la même.

L'eau est distribuée ad libitum. L'évolution pondérale des animaux est

suivie tout au long du traitement.

2) Sacrifrce des animaux et rrrélèvements

A la fin du traitement, Ies animaux sont anesthésiés au pentobarbital

sodique (Sanofi, Santé Animale) à Ia dose de 80 mg.kg-t.

a - PréIèuement du sang

Le prélèvement du sang est fait immédiatement après I'anesthésie par

ponction cardiaque avec une seringue préalablement héparinée.

Un aliquot de sang total est utilisé pour la détermination des hématocrites.

Des capillaires sont remplis de sang puis centrifugés pend.ant 5 minutes à 900 g.

Avec Ie reste du sang, une partie est recueillie dans des tubes héparinés puis

centrifugés à 3 000 g pend.ant 3 minutes pour récupérer le plasma, l'autre partie

est conservée pour le dosage des éléments sanguins.

b - Prélèuement des organes et du fëmur

Le foie, Ia rate, Ies reins et le cerveau sont prélevés et pesés. Le fémur est

déSagé des muscles qui y adhérent, sans entamer Ie périoste. L'os est alors placé

d.ans un tube et séché pendant 24 heures à 70' C avant d'être pesé. Tous les

organes sont solubilisés dans I'acide nitrique.

L'intestin est également préIevé ; 3 segments sont différenciés et disséqués :

- le duodénum : 8 cm après le PYlore
- le jéjunum : 20 cm après le ligament de Treitz
- I'iléon : 20 cm avant Ie caecum.

Chaque fragment est découpé dans le sens longitudinal de I'organe :
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- un fragment est pesé pour être solubilisé entièrement

- I'autre fragment est gratté sur la face luminale afin de séparer la

muqueuse de la séreuse (technique de "scrapping"). La muqueuse est alors

récupérée, pesée puis solubilisée.

3) Déterminations analytique s

Pour chaque préIèvement, sanguin et tissulaire, nous déterminons pzlr

spectrophotométrie d'émission atomique à plasma d'argon,les concentrations des

éIéments suivants : I'aluminium, le fer, Ie calcium, le phosphore, le magnésium,

le potassium et le sodium.

IV - Résultats

1)

L'évaluation d.es quantités de nourriture et de métaux ingérées par les rats

est donnée dans les tableaux 16 et 17.

Tableau 16 : Evaluation des quantités de croquettes, d'aluminium et de fer

ingérées par les animaux au cours du traitement de 10 jours-

GROUPES QUANTITES INGEREES

Croquettes (g) Aluminium Fer
(mg Al / jour) (mg Fe / jour)

T

AI

Fe(IID

AI/Fe(IID

245 + L0

l4L + 14x

113+28*

44+r }x

95r9

29r9

156 + 39

61r  18

* Significativement différent du groupe témoin (p < 0.0001)

Les quantités de nourriture ingérées quotidiennement par les animaux

sont modifiées par la prise orale d.e chlorure d'aluminium et de chlorure de fer.

Les animaux témoins ingèrent significativement plus de nourriture que les
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Les animaux témoins ingèrent significativement plus de nourriture que les

autres groupes (P

alimentaires sont également différentes : Ie groupe AUFe(IID se différencie des

gïoupes Al et Fe(IID et I'ingestion de nourriture est largement plus faible pour ce

groupe AllFe(IID ft) < 0,0001). Par contre, il n'existe pas de différence entre

I'alimentation du groupe Al et du groupe Fe(IID.

Tableau 17 : Evaluation des quantités de croquettes, d'aluminium et de fer

ingérées par les animaux au cours du traitement de 60 jours.

NOURRITURE SANS

Groupes SUPPLEMENTATION EN

CITRATE

NOURRITURE AVEC

SUPPLEMENTATION EN

CITRATE

Quantité ingérée Quantité ingérée

Croquette Aluminium Fer Croquette Aluminium Fer

(g) (mgijour) (mg/jour) (g) (mg/jour) (mg/jour)

T 149f,+41

A1 1499!79 L1+r

Fe(IID 1558t63

A]/Fe(IID 145$+49 1611

Fe(II) r420*.84

1485t86

1453+39 1611

1490+83

1589136 1811

r572+50

15791110 1811AIiFe(II) 1537+78 17+l

3611

3311

3312

35-2

34+2

37i1

3611

36t2

Dans le protocole où I'aliûlsn1.tion n'est pas supplémentée en citrate, le

gïoupe Fe(IID a une consommation de croquettes légèrement supérieure aux

gïoupes Témoin, Fe(II) et AllFe(III) (p < 0,05). De même, le groupe Al/Fe(II) a

consommé un peu plus de croquettes que le groupe Fe(II) b < 0,05).

Dans le protocole où le citrate a été ajouté à I'alimentation, nous observons

que le groupe AIIFe(IID-citrate a consommé plus de croquettes que les gxoupes T-

citrate (p

consommation des groupes AllFe(If)-citrate et Fe(Il)-citrate est supérieure au

groupe Al-citrate (respectivement p < 0,001 et p < 0,05).

Lorsque nous comparons les ùi-fférences d.e nourriture ingérées entre les

gïoupes avec ou sans citrate, nous voyons que les groupes AlÆe(Ill)-citrate et

Fe(Il)-citrate ont une consommation plus éIevée que les groupes équivalents sans

citrate (respectivement P
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présentent pas de différence significative. Les variations ne sont pas importantes

et lorsque nous regard.ons Ia quantité moyenne de métal ingérée

quotidiennement, nous voyons que les animaux sont exposés à des quantités

équivalentes de métaux.

Le pH d.es croquettes a êté déterminé, ainsi que la quantité d.'aluminium et

de fer dans les croquettes témoin (tableau 18).

Le pH des croquettes est aux environs de 5,0 à 5,5 (croquettes témoin et

croquettes d.es traitements à long terme). Par contre, pour les traitements avec

les doses les plus élevées en métal, le pH diminue fortement. Pour les croquettes

contenant d.e I'aluminium, le pH est de 4 ; pour celles contenant du fer(III), iI est

de B,b et enfin pour les croquettes ayant simultanément I'aluminium et Ie fer(Il|

il est de 2.5.

Cette acidité croissante pourrait expliquer la diminution de prise de

nourriture chez les rats concernés, car I'acidité semble corrélée positivement avec

la diminution de I'ingestion de croquettes. La teneur en aluminium et en fer a êté

déterminée dans les croquettes témoins afin de connaître I'apport en métal de

façon "naturelle". Pour cela, deux dosages ont été réalisés en parallèle : 10 g de

croquettes témoins sont broyés et méIangés avec 100 ml d'eau distillée ou 100 ml

d'acide chlorhydrique diluée (pH = 1,8). Le méIange est ag:ité pendant 24 heures

puis centrifugé. Le surnageant est dosé. Une fraction d.e ce surnageant est placé

dans des tubes Centrisart afin de déterminer Ia fraction du métal biodisponible.

Tableau 18 : Teneur en aluminium et en fer des croquettes témoins (pg / S

croquette).

Préparation uantité d'aluminium uantité de fer

Totale Ultrafiltrable Totale Ultrafrltrable

2)

HzO

HCI

1.3 + 0.01
6.0 r 0.08

1.0 t  0.03
3.5 r 0.03

4.4 t0.04
8.3 r  0 .32

0.410.02
2.6 r  0 .01

Ainsi, nous voyons que la quantité totale de métal est faible par rapport

aux quantités ajoutées et la quantité de métal soluble, c'est-à-dire biodisponible,

est négligeable.
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3)
traitements

Les animaux témoins et traités sont pesés régulièrement : 2 fois par

semaine.

Les évolutions pondérales sont représentées dans les figures 20,21a et b.

a - Traitement de 10 iours

En ce qui concerne le protocole 1, avec les plus fortes doses administrées,

nous constatons que tous les animaux traités présentent une évolution pondérale

nettement moins rapid.e que les animaux témoins dès le troisième jour du

traitement pour les groupes Al (p < 0,05), Fe(IID C) < 0,001) et AlÆe(IID

O < 0,0001). Par contre, au sein des différents groupes traités, il n'existe pas de

di-fférence significative. Les jours suivants (J7 et J10), le groupe T est

significativement dtfférent de tous les autres gloupes (p < 0,0001) et Ie groupe

A1/Fe(III) est également différent des autres groupes traités Al, et Fe(IID

(p < 0,0001). Entre le groupe Al et Fe(IID, il n'existe pas de différence d'évolution

pondérale des animaux.

Nous voyons d,onc que I'association d'un traitement oral par I'aluminium et

le fer, à forte d,ose, influence nettement I'évolution pondérale des animaux-

La perte de poids des animaux étant trop conséquente et due aux

déficiences de prise alimentaire, essentiellement pour le groupe AllFe(IID, les

expériences n'ont pas été poursuivie avec ces doses. C'est pourquoi, nous avons

diminué Ia d,ose de métal d'un facteur 10 afin d'éviter les paramètres dus à Ia

sous-nutrition.
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Figure 20 : Evolution pondérale des animaux lors du traitement de 10 jours.
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b - Traiternents de 60 jours

Pour le traitement sans citrate, le groupe Al/Fe(II) a une évolution

pond.érale sigrrificativement plus faible e les autres groupes b < 0,01) dès le

quatrième jour et ceci s'accentue jusqu'à la fin du traitement (0,005 < p < 0,0001).

Au jour 14, Ies groupes Al et Fe(II) perdent du poids par rapport au groupe

témoin (p < 0,05). A Ia pesée suivante, c'est le groupe AI/Te(III) qui se différencie

(p < 0,0b). Le groupe Fe(II) est significativement plus faible que le groupe Fe(IID

(p < 0,05) dès Ie jour 21, et que Ie groupe AI/Fe(IID au jour 25 (p < 0,05). Par la

suite d.u traitement, les groupes sont différents les uns des autres sauf les

groupes Al, Fe(III) et AIIFe(IID d'une part, et les groupes Fe(III) et témoin

d.'autre part. Ces derniers deviennent significativement différents à partir du

jour bG (p . 0,005). D'une manière générale, Ie groupe témoin a l'évolution

pondérale la plus élevée, puis on a les groupes Al, Fe(IID et AllFe(IIf . Le groupe

Fe(II) a une croissance pondérale légèrement plus importante que le groupe

AllFe(II) qui, dès les premiers jours, se différencie.

Pour les animaux traités avec du citrate, Ies di-fférences significatives

apparaissent au septième jour de traitement : Ie poids des animaux T-citrate est

alors plus éIevé que celui des animaux des groupes Fe(Ill)-citrate, Fe(Ill)-citrate

et At/Fe(Il)-citrate b < 0,05). Ces groupes resteront différents jusqu'à la fin du

traitement et la différence est d,e plus en plus significative avec le temps. A partir

du jour 14 d.e traitement, tous les groupes d,'animaux intoxiqués ont des poids

significativement différents du groupe T-citrate (0,05 < p < 0,0001) et le sont

jusqu'à Ia fin du traitement. A partir du jour 18, les gloupes d''animaux

intoxiqués ont des différences de poids significatives entre eux (0,05 < p <

0,0001). Par contre, Ies groupes Al-citrate, Fe(Ill)-citrate et AllFe(Ill)-citrate ne

présentent pas de différence entre eux jusqu'au jour 32. De même, les groupes Al-

citrate, Fe(Il)-citrate et AllFe(Il)-citrate ont des évolutions de courbes pond.érales

identiques durant Ia période JZl à J32. A partir de J35 et jusqu'à Ia fin du

traitement, tous les groupes ont des poids significativement difiérents (0,05 < p <

0,0001) sauf les groupes Al-citrate et Fe(Ill)-citrate d'une part, et Fe(Il)-citrate et

A1Æe(Il)-citrate d.'autre part. Ce sont d'ailleurs, ces deux derniers groupes, Fe(II)-

citrate et AllFe(Il)-citrate, qui ont l'évolution pond.érale la plus faible, puis Al-

citrate et Fe(IlD-citrate.
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200

1 0 0

Jours

Figure 2l a : Evolution pond.érale des difiérents animaux lors du traitement de
60 jours sans citrate.
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Figure 21 b : Evolution pondérale des différents animaux lors du traitement de
60 jours avec citrate.
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4)

Les variations enregistrées au niveau des concentrations plasmatiques et

sanguines en aluminium (Al), calcium (Ca), phosphore (P), fer (Te), magnésium

(Mg), potassium (IO et sodium (Na) sont regroupées dans le tableau 18. Les

valeurs d,es hématocrites sont indiquées dans Ie tableau 19.

Tableau l9 : Hématocrites (en o/o) des animaux traités sur 10 et 60 jours.

Groupes Durée traitement

10 jours 60 jours

Sans citrate Avec citrate

Témoin
(a) Al
(b) Fe(III)

(c) AllFe(III)
(d) Fe(II)
(e) AllFe(II)

45 ,7  +0 ,4

48,4 + 0,5 *"

47 ,3  +  L ,9  "
53,7 + 0,2 *''b

45,1+ 0 ,9
43,7 +0,9 à

47,0  +0,6

43,1+ 0 ,4  d

47,3 + I ,2  ̂ ,"

46,6 r 1,5

48,L  +2 , I

45 ,3  +  1 ,8

46,8 + 0,6 "
46 ,2  +  t ,L *

44,8 + 0,8

43,2  +0 ,9  b

* Significativement différent du groupe témoin (p < 0'05)
a, b, c, d,' Significativement différent des groupes a, b, c, d etlou e (p < 0,05)

a - Traitement de 10 jours

Nous voyons que la concentration en aluminium est considérablement

augmentée dans le plasma pour tous les animaux traités. Cette augmentation est

plus importante dans le cas du groupe AIIFe(IID (augmentation de 7I%); par

contre, elle est voisine pour les groupes Al et Fe(IID (respectivement 52% et

43%). Au niveau des concentrations plasmatiques en fer, magnésium, potassium

et sodium, aucune différence significative n'est observée.

La concentration calcique dans Ie plasma est augmentée de 10% après Ie

t ra i tementà I ,A I ,e tde I3o /oaprès Ie t ra i tementA l /Fe( I ID(p<

Consécutivement, les taux de phosphore plasmatiques sont réduits

significativement pour les groupes Al et AI/Fe(III) de 28o/o et 46% (p < 0,0001).
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Les résultats obtenus avec les hématocrites sont significativement plus

éIevés pour les groupes Al et AI/Fe(IID par rapport au groupe témoin (p < 0,01 et

p < 0,0001). Par contre, il n'existe pas de différence entre les groupes témoin et

Fe(IIf, et Fe(IID et Al. Le groupe AllFe(III) est celui qui a Ia plus forte valeur

d'hématocrite et est significativement ùi-fférent des autres groupes (0,05 < p <

0,0001).

b - Traiternents de 60 jours

Pour Ies concentrations aluminiques obtenues avec une dose administrée

en métaux plus faible mais un traitement plus long, nous voyons que les groupes

AI/Fe(IID et AllFe(II) sont significativement supérieurs aux groupes :
' T, respectivement de 38% fu < 0,05) et de L4o/o @ < 0,005)
' AI, respectivement de 32% (p < 0,05) et de 40o/o (B < 0,0005)
' Fe, respectivement de 42o/o (p < 0,005) et de 49% e) < 0,0001).

De même, AllFe(II) a une plus forte aluminémie que Fe(II) de 36% b < 0'05).

Pour le traitement au citrate, Ie groupe AlÆe(Il)-citrate a un taux d'aluminium

plasmatique plus élevé de 35% que le groupe T-citrate (p < 0'05)-

Pour les concentrations sanguines en fer, les groupes AI,IFe(III), Fe(II) et

AIIFe(II) sont significativement inférieurs aux valeurs obtenues chez les animaux

témoins de respectivement 10% (p < 0,05) pour le groupe AllFe(III) et 25o/o

(p < 0,0001) pour les groupes contenant du fer (II). Les groupes Fe(II) et AllFe(II)

sont également significativement plus faibles que les groupes Al de 23o/o

fu < 0,0001), Fe(IID de 24o/o (p < 0,005) et AllFe(III) de 17% (r, < 0,01).

Lorsque Ie citrate est ajouté d,ans l'a-Iimentation, les groupes Fe(Il)-citrate

et Al/Fe(Il)-citrate sont également inférieurs aux animaux T-citrate de 160/o

(p < 0,01) et de 2S% (8, < 0,0005). Les groupes Fe(Il)-citrate et AllFe(Il)-citrate

sont inférieurs aux groupes :
' Al-citrate, respectivement de 13% b < 0,005) et27% (p < 0,0001),
. Fe(Ill)-citrate, respectivement de 18% o < 0,0005) et 3I% b < 0,0001),
' AllFe(III)-citrate, respectivement de 22% (p

b < 0,0001).

Ceci est équivalent aux variations obtenues dans le traitement sans

citrate. En plus, Ies gïoupes Fe(III)-citrate et Al/Fe(IlD-citrate ont une

concentration en fer dans Ie sang plus importante que Ie groupe Al-citrate, de

respectivement 7o/o et 12% @ < 0,05).
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Pour les concentrations plasmatiques en calcium, Ies 2 gToupes avec et

sans citrate évoluent d,e façon identique ; Ies groupes contenant du Fe(II) sont

toujours significativement inférieurs aux autres gïoupes, y compris les gtoupes

témoins.
pour le traitement sans citrate, les groupes Fe(II) et AllFe(II) ont une

concentration en calcium plasmatique plus faible que les gXoupes :

' T et Al de 35% G, < 0,0001),
' Fe(IID de 33% O < 0,0001),
' AllFe(III) de28o/o (P < 0'01).

Avec le traitement au citrate, les diminutions concernent également les groupes

Fe(Il)-citrate et Al/Fe(Il)-citrate par rapport aux valeurs des groupes T-citrate,

Al-citrate, Fe(IlD-citrate et AllFe(IlD-citrate, qui ont tous une diminution

denviron 40% (f, < 0,0001) de la teneur calcique.

Les concentrations en phosphore dans le plasma évoluent de la même

façon que pour le calcium et le fer. Les groupes Fe(II) et AllFe(II) ont des

concentrations significativement plus faibles que les groupes :

' T et AlÆe(III) d'environ 31% (p < 0,0001 et p < 0,005),

' Al et Fe(IID de 35% (p < 0,0001 et p < 0,0005)'

Les résultats sont semblables avec le citrate, Ies groupes Fe(Il)-citrate et

AllFe(Il)-citrate sont significativement inférieurs aux gloupes :

' T-citrate et Al-citrate de 40% à 49% (p < 0,0001),
' Fe(Ill)-citrate, respectivement de 47% et 54o/o (p < 0,0001),

. AllFe(III), respectivement de 52% et 59o/o respectivement (p < 0,0001).

Il en est de même pour les teneurs en magnésium. Chez les groupes

AllFe(II) et Fe(II), elles sont significativement inférieures à celles des autres

groupes d'environ 35% (0.01< p < 0,0001). Pour le traitement contenant le citrate,

Ies groupes AIIFe(II)-citrate et FeQl)-citrate sont aussi significativement

inférieurs aux autres groupes :
' de 47% par rapport à T-citrate (p<0,0001),
' de 40Yo par rapport à Al-citrate (p<0,01),

' ùe 43o/o par rapport à Fe(Ill)-citrate b<0,0001),
'de 50% par rapport à AllFe(Il)-citrate (p<0,0001)'

Les groupes Fe(ID et AllFe(II) se distinguent encore des autres groupes

pour les teneurs potassiques du sang. La baisse de la concentration sanguine est
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denviron 25o/o en comparaison avec les groupes T, Al et Fe(IID (p<0,0005, p<0,01

et p<0,00b, respectivement). Les diminutions respectives des concentrations sont

de 17% et 23% par rapport au groupe AllFe(IID 0<0'05)'

Nous observons les mêmes variations lors du traitement contenant du citrate, Ies

groupes Fe(Il)-citrate et AllFe(ID-citrate ont une concentration d'environ 45Yo

plus faible que les groupes T-citrate (p<0,005), Al-citrate b<0,0001)' Fe(III)-

citrate (p <0,00 1) et AIIFeQII)-citrate (p <0,000 1).

Les teneurs sanguines en sodium présentent une diminution significative

pour les gtoupes Fe(II) et AllFe(II) :
' de 57% en comparaison avec les groupes T et Al (p<0,0001),

' de 50% avec Ie groupe Fe(III) (p<0,0001)
' de 45% avec Ie groupe AlÆe(IID 0<0'005).

Le groupe Fe(IID présente également une valeur plus faible par rapport au

groupe T et au gïoupe Al de 14% G)<0,0005 et p<0,001). Dans les groupes

contenant du citrate, nous avons une augmentation des valeurs sodiques dans les

groupes Fe(Il)-citrate et AllFe(Il)-citrate de 77% environ par rapport à tous les

autres groupes fu <0,000 1).

Enfi.n, les valeurs des hématocrites nous indiquent une augmentation dans

Ie groupe Fe(II) par rapport aux groupes AI et AliTe(IID fu<0,005). Il en est de

même avec Ie groupe Fe(IlD-citrate en comparaison avec le groupe AlÆe(II)-

citrate (p<0,01). Nous observons également que le groupe AVFe(III)-citrate est

sigpificativement inférieur au groupe T-citrate b<0,05).

c - Influence du traitement au citrate

Afin de d.éterminer un effet éventuel du citrate sur la teneur plasmatique des

di-fférents éIémenrs, nous comparerons chaque gïoupe avec le groupe similaire

d.ans les traitements avec et sans citrate.

Il existe une différence entre les groupes T et T-citrate pour Ie potassium

fu<0,001) et le sodium (p<0,0001), avec des valeurs plus faibles obtenues pour le

groupe T-citrate, respectivement de 39% et l3o/o-

L'aluminémie est plus importante en présence de citrate pour le groupe Al

de 20o/o (p<0,05) par rapport au même groupe Al sans citrate.
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par contre, il n'y a pas de différence entre les traitements avec et sans

citrate pour les concentrations sanguines en fer.

Au niveau d.e la concentration calcique, il existe une différence entre les 2

gïoupes contenant simultanément de l'aluminium et du fer, Cest-à-dire AllFe(II)

et AllFe(III) : Ie traitement au citrate augmente la concentration calcique dans

ces groupes de respectivement 8% (p<0,05) et20% (p<0,05)'

Les concentrations en phosphore sont significativement différentes entre les

groupes Fe(III) et Fe(IlD-citrate ; et AllFe(IID et AllFe(IlD-citrate: le citrate

augmente la concentration phosphorique respectivement de 11% (p<0,001) et

260/o (p<0,0005).

Pour les concentrations sanguines en magnésium, le groupe Al est plus

élevé ùe I7% que le groupe Al-citrate (p<0,005), et le groupe A]/Fe(II) de 33% par

rapport au groupe AllFe(Il)-citrate fu<0,05).

Pour les concentrations potassiques dans le sang, nous observons une

di-fférence significative entre les groupes Al et Al-citrate de 22o/o (p<0,05), Fe(II)

er Feel)-cirrare de 28% @<0,005) et AllFe(ID et AllFe(Il)-citrate de 38o/o

(p<0,0001), les valeurs étantplus faibles dans les gtoupes contenant du citrate.

Au niveau d.u sodium sanguin, nous observons que les groupes Fe(II)-

citrate et AllFe(Il)-citrate présentent de fortes augmentations par rapport aux

mêmes groupes sans citrate, respectivement de 300% et283% (p< 0,0001)'

5)
différents organes

a - Traiternent de 10 iours

Les figure s 22 et 23 montrent l'effet des métaux administrés par voie orale

sur les concentrations en aluminium (Al), fer @e), calcium (Ca) et phosphore (P)

dans les différents tissus préIevés, cerveau, reins, rate, foie et fémur (figure 22)'

ainsi que dans différents fragments intestinaux (figure 23). Les tableaux 20 et 2I

présentent les résultats pour les concentrations en magnésium (Mg), potassium

(K) et sodium (Na).
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pour les concentrations aluminiques, il n'existe pas de différence entre les

groupes pour le cerveau et le fémur. Une augmentation des teneurs en Al est

observée d.ans le foie et les reins pour les groupes Æ et AI/Fe(IID b < 0,05). Dans

la rate, seul le groupe Al est significativement plus éIevé que le groupe T

(p < 0,0b). Au niveau intestinal, Ies résultats sont homogènes car pour tous les

fragments intestinaux étudiés, les groupes Al et AllFe(IID sont significativement

plus élevés que les groupes Fe(IID et T (0,05 < p < 0'0005)'

pour les concentrations en fer des organes, il existe une augmentation

croissante et significative dans Ie cerveau et les reins selon I'ordre : T < Al <

Fe(IID

significativement plus faibles que les groupes Fe(II) et AllFe(III) (p < 0,005)-

Aucune modification n'est observée dans le fémur. Dans I'intestin, Ie groupe

AllFe(IID a toujours Ia teneur Ia plus éIevée et est significativement différent de

tous les autres groupes dans le duodénum et l'iléon (p < 0,05), mais est identique

au groupe Fe(IID pour Ie jéjunum et les scrapping jéjunal et iléal.

Les concentrations calciques évoluent dans deux sens opposés :

- Dans les reins, la concentration calcique est significativement plus

importante pour les groupes T et Al que pour les groupes Fe(IID et AI/Fe(III)

fu < 0,0b). Dans Ie foie, Ie groupe Al a également un taux en calcium plus grand

que le groupe Fe(IID (P < 0,005).
- par contre dans le fémur, le groupe AlÆe(IID présente une concentration

plus élevée que Ie groupe T (p < 0,0005). Dans l'intestin, ce sont les groupes Al et

AI/Fe(IID qui présentent la plus forte teneur en calcium dans le d'uod'énum

(p < 0,05), I'iléon (0,05 < p < 0,01),et le scrapping de I'iléal (p < 0,05). Dans le

scrapping d.u jéjunum, seul le groupe Al est significativement plus éIevé

(p < 0,01). Dans Ie jéjunum, le groupe Fe(III) est plus élevé (p < 0,01).

Pour les concentrations en phosphore, l'intestin, le cerveau, les reins et la

rate ne présentent pas de différence significative. Dans le foie, Ie groupe

AllFe(IID a une valeur significativement plus faible que Ie groupe T (p < 0,01) et

d.ans le fémur, c'est le groupe AI qui a la plus forte diminution en phosphore

b < o,o5)
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Figure 23 : Concentration en aluminium (Al), fer (Fe), calcium (Ca), et
phosphore (P) dans dtfférents fragments intestinaux après 10 jours

dintoxication.
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Tableau 20 :Concentrations en magnésium (Mg), potassium (K) et sodium (Na)

dans les différents organes pour le traitement de 10 jours.

ORGANES Groupes Concentrations tissulaires
(pglg organe)

MEKNA

CERVEAU

RATE

REINS

FOIE

FEMUR

T
AI
Fe(III)
AllFe(III)

T
AI
Fe(IID
AllFe(III)

T
AI
Fe(IID
AI/Fe(IID

T
AI
Fe(III)
AllFe(IID

T
AI
Fe(III)

159 + 22
17e + 28
177 +  tB
183 + 30

229 + 19
200+17.
153 + 58

106 + 43 t'"

279 + 22
32I + 7 xu"

27 t+  L7  "
270+23"

1238 + 109
1607 +  110 *

1985 r  835
2g0g+ It46x

4473 + 388
5014+ 436

3249 r 433
3534 r  181
3648 !532
4033 r 638

4797 I 605
4292 !2r3

3381 r  1097
3981 r 790

2829 ! 4r7
269r !624
2520 1 233
2829 !4r7

3860 !427
3957 !692
3812 !L25
2646 r 1098

887 r 85
927 + 85

1009 r 112
1081 t  273

495 r 43
488 r 13
360 t 126
375 !92

998 r  81
968 t 167
911 r  94
866 t  119

615 r  101
488 t 48
518 r  41
562 r 153

11548 r 631 4360 x327
11789 t 849 459L t 700

7452 + 36t2 10645 t 160 4185 !273
AtlFe(III) 6?86 t 4149 10613 t 870 4379 t 278

Résultats exprimés en moyenne t écart-type (N = 6 animaux / groupe).

* signifie significativement différent d.u groupe témoin (p < 0.05).
a,b,c aignffie significativement différent du groupe (a) Al, ft) Fe(IID et/ou (c)

AI/Fe(IID (p < 0.05).
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Tableau 21 :Concentrations en magnésium Mg), potassium (K) et sodium (Na)

d,ans les différents fragments intestinaux pour le traitement de 10 jours.

ORGANES Groupes Concentrations tissulaires
htg,h, organe)

Na

DUODENUM T
AI
Fe(III)
AllFe(III)

DUODENUM
SCRAPPING

T
AI
Fe(IID
Al/Fe(III)

T
AI
Fe(IID
Al/Fe(III)

T
AI
Fe(IID
AllFe(III)

T
AI
Fe(III)
Al/Fe(III)

Fe(III)

2t9 ! L7
224 + 14
264 !24
248 + 32

250 ! L4
239 + 2l
238 + 95
260 ! 43

211 + t7
zLr t20
194+7

220 !26

199 + B0
216 + 4I
2gg + t7
202 t52

203 r  15
197 + t4
191  +  18
171  r  31

2gg +  11
t47 + 52
194 + 1g
2tr ! 4l

1830 r 159
2049 !547
2199 r 260
1809 r 449

1661 r 359
L578 t l25
1466 r 603
1604 t 105

156r !240
1695 r 195
1575 ! r87
1584 r 370

L678 ! 448
1579 !617
L246 !73
1403 r 598

1896 r 113
1460 1294
1518 I  239
1438 r 520

1295 r  131
715 + 395
1316 r  178
899 r 856

1469 + lb3
1564 r 139
1433 + 82
1564 ! r44

t8L2 !244
153S + 106
r25r !34r
1429 !256

1020 + 165
1311 t  108
11gl + L20
L245 t 165

1173 I  153
1409 r27r
989 ! L72
1159 r  181

930 r 78
692 + 158
688 r 158
847 t 168

1068 r 103
909 r 365
1046 r 51
1039 + 108

JEJUNUM

JEJUNUM
SCRAPPING

ILEON

ILEON T
SCRAPPING AI

AIIF

Résultats exprimés en moyenne + écart-type (N = 6 animaux / groupe).
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Pour les teneurs en magnésium, le cerveau, le fémur et l'intestin ne

présentent pas de différence significative. Pour la rate, Ie foie et les reins, le

groupe Al est supérieur aux autres groupes (p < 0,05). Dans la rate, les groupes

AI et T ont une teneur en magnésium supérieure au groupe AllFe(III) (p < 0,01).

Dans le foie, les groupes Al et AI/Fe(IID sont supérieurs au gloupe T O < 0'05)'

Pour les autres éléments, sodium et potassium, aucune différence

significative n'a été observée dans les organes étudiés-

b -Traitentents de 60 jours

Les figures 24 à 27 montrent les effets des métaux administrés par voie

orale sur les concentrations en aluminium (Al), fer (Fe), calcium (Ca) et

phosphore (P) dans les différents tissus prélevés : cerveau, reins, rate, foie, fémur

(figures 24 et26) et dans différents fragments intestinaux (figures 25 et27).

Les table aux 22 et 23 présentent les résultats obtenus pour les dosages de

magnésium (Mg), potassium (K) et sodium (Na).

Tout d'abord,, nous remarquons QU€, quel que soit I'organe, Ies

concentrations en Mg, K et Na ne présentent aucune différence selon le

traitement administré par voie oraLe, et ceci aussi bien pour le lot avec ou sans

citrate.

rf Traitement de 60 jours sans addition de citrate dans l'alimentation

Les concentrations en Al, Fe, Ca et P sont très stables au niveau du

cerveau, Ia surcharge alimentaire avec des métaux ne modifie pas de façon

signi-fi.cative les concentrations minérales cérébrales. Il en est de même pour les

concentrations en Al, Fe, Ca et P au niveau du fémur.

Pour les concentrations en Al,

différences selon les gtoupes. Le groupe

élevé que le groupe T :
' ùe 25Vo pour la rate (P < 0.0005),
' de 20oÂ pour les reins (p < 0.05),
' de l4o/o pour Ie foie(P < 0.05).

les autres organes présentent des

Al est toujours siguificativement plus
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Le groupe AllFe(II) est également plus éIevé que le groupe T pour les reins (3Io/o)

et le foie (22o/o). Les gïoupes Fe(IID, AllFe(IID et Fe(II) ne présentent pas de

différences de teneurs aluminiques dans ces organes avec les teneurs des témoins

et i]s sont inférieurs au gïoupe Al/Fe(II). Au niveau de Ia rate, le groupe Al est

significativement supérieur à tous les autres groupes (0,05<p<0,0005).

Pour les concentrations en fer, ce sont les groupes Fe(II) et AllFe(If) qui

présentent les plus fortes concentrations. Ils sont significativement différents du

groupe T, mais aussi de tous les autres groupes. Le groupe Al est identique au

groupe T et toujours distinct des autres groupes. Les groupes AUFe(II) et Fe(II)

sont supérieurs aux groupes T et Al d'environ 53o/o pour les reins (p<0.0001),62%

pour la rate (p<0.0005) et Ie foie (0,05<p<0,0001). Les groupes Fe(IID et

AI/Fe(IID ont une concentration en fer intermédiaire aux groupes Al et T d'une

part et Fe(II) et Al/Fe(II) dautre part. Par rapport aux groupes Al et T, les

groupes avec du fer(IID ont une concentration supérieure ùe l8%o, 30o/o et 45o/o

pour respectivement les reins C)<0,05), Ia rate (p<0,005) et le foie 0<0,0001).

Pour les concentrations calciques, il n'existe que peu de différences. Pour

Ies reins, le groupe AllFe(II) est légèrement inférieur au groupe T de 7% (p<0,05).

Au niveau de la rate, c'est Ie groupe Fe(II) qui est inférieur aux groupes T et

Fe(IID, de 7% également (p<0,05). Pour les concentrations hépatiques, iI n'existe

aucune différence si gnif.cative.

Pour les teneurs en phosphore d.ans Ia rate, Ies groupes Fe(II) et AllFe(II)

sont plus importants que les groupes Al, Fe(III) et AllFe(III) tle l2o/o (p<0,0005).

Dans Ie foie, Ie groupe Fe(II) est significativement plus éIevé que les gtoupes T

û)<0,05), Al et AllFe(II) (p<0,05) d'environ l3o/o. Le gloupe Fe(IID est également

plus élevé que le groupe T 0<0,05).

Au niveau des fragments intestinaux, nous avons une répartition assez

stable.

Pour les teneurs en Al, Ie groupe Fe(IID n'est pas différent du groupe

témoin, et ils sont toujours différents des autres groupes, sauf pour le jéjunum, le

jéjunum scrapping et l'iléon où le gloupe Fe(II) n'est pas différent. Pour le

duodénum et l'iléon, le groupe Al a les teneurs les plus éIevées (2482 et 1541 pg

Al/g organe). II est différent des groupes ayant les 2 métaux en supplémentation :

AI/Fe(III) et AllFeQI) de respectivement 44o/o et 38% pour le duodénum (p<0,005)

et de 47o/o et 40% pour I'iléon b<0,05). Dans le jéjunum, le jéjunum scrapping, il
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n'y a pas d.e différence entre les groupes Al, AllFe(III) et AlÆe(II). Au niveau du

d.uod,énum scrapping, le groupe AI/Fe(III) est inférieur aux groupes Al de 30%

(p<0,05), Fe(ID ùe 40% (p<0,005), et AUTe(ID de 45o/o (p<0,001). Dans l'iléon

scrapping, les groupes FeQII), Fe(II) et AllFe(II) sont inférieurs aux groupes Al

de 73o/o et AI/Fe(III) tle 46% (0,05<p<0,0005).

Pour Ie fer, nous avons I'ordre suivant pour le duodénum, le jéjunum,

l'iléon et Ie jéjunum scrapping : les gïoupes Al, T < Fe(III) < AlÆe(III) < Fe(II) et

ÆlFe(II). Pour I'iléon scrapping, Ies groupes AllFe(III) et Fe(II) sont ceux avec les

plus fortes concentrations ferriques (20 et 22 mg Fe/g organe respectivement). Ils

sont supérieurs de 38% aux groupes Al, AllFe(II) et Fe(III). Dans le duodénum

scrapping, seul Ie groupe Al se différencie des autres groupes traités (p<0,05).

Pour les concentrations plasmatiques en calcium, nous avons les groupes

AlÆe(IID et Fe(IID qui sont significativement inférieurs aux groupes Al et T. Les

gïoupes Fe(II) et AllFe(II) sont toujours significativement supérieurs aux autres

groupes (p < 0.05). Il n'y a pas de différence significative dans le duodénum.

Pour les concentrations sanguines en phosphore, c'est I'inverse. Les

gïoupes Fe(II) et Al/Fe(II) sont les plus faibles, alors que les groupes T et Al sont

supérieurs aux autres groupes.

Pour les teneurs en magnésium, potassium, sodium, il n'y a pas de

différences significatives.
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i Traitement de 60 jours avec addition de citrate dans I'alimentation

Au niveau du cerveau, nous n'observons aucune différence significative

entre les groupes, comme avec le traitement sans citrate. Pour les concentrations

en aluminium et en fer au niveau du fémur, en calcium pour le foie et en

phosphore pour les reins, il n'y a pas non plus d.e différence entre les gtoupes.

Pour les concentrations en aluminium dans les reins, les groupes AI,

AllFe(III) et AllFe(II) sont significativement supérieurs aux groupes T, FeQII) et

Fe(II) d.'environ !4o/o pour le groupe Al (0.05 < p < 0.005), 10% pour AlÆe(III)

(0.05 < p < 0.005), et ZLo/o pour AUTe(II) (0.05 < p < 0.005). Dans la rate, le groupe

Fe(III) est inférieur à tous les autres groupes (p<0,05). Le groupe AllFe(II) est

celui qui a la plus forte teneur en aluminium dans la rate ; il présente 35% de

plus que le groupe T et 24o/o de plus que Ie groupe At (p

concentrations au niveau du foie ont une répartition identique à celle de la rate-

Le groupe Fe(IID est inférieur à tous les groupes, excepté le groupe T b < 0,05).

Le groupe AllFe(II) est supérieur à tous les groupes:460/o par rapport aux

groupes T et Fe(III), 28o/o par rapport au groupe Al et 2oo/o pat rapport aux

groupes AlÆe(III) et Fe(II) (p < 0,05).

Les concentrations en fer ont le même profil, quels que soient les organes :

Ies groupes Fe(II) et AllFe(I) sont supérieurs à tous les autres groupes (0,05 < p

< 0,001). Le groupe Al n'est pas sigpificativement différent du groupe T, par

contre, il est inférieur à tous les autres. Les groupes Fe(IID et AllFe(III) ne sont

pas différents entre eux, mais différents des autres groupes et de val.eurs

intermédiaires entre les groupes T, Al et Fe(I), Al/Te(II).

Au niveau des concentrations calciques, Ies gtoupes Fe(IID et AI/Fe(IID

sont inférieurs aux concentrations des groupes T (10%), Al (L5%), et Fe(II) et

AllFe(II) (8%) pour les reins ft) < 0,05). Dans Ia rate, Ie groupe Al/Te(II) est

supérieur de5% au gïoupe Al (p < 0,05) et de 12% au groupe Fe(III) (p < 0,05). De

même, le groupe Fe(II) est supérieur de lLo/o au gloupe Fe(IID b < 0.01). Dans Ie

fémur, par contre, les groupes AI/Fe(II) et Fe(II) sont inférieurs de 55% environ à

tous les autres groupes (p < 0,0001). Le groupe AI/Te(III) présente également une

diminution de Ia concentration calcique par rapport au groupe T ile 8% (p < 0,05).
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Pour les concentrations en phosphore, Ies groupes Al/Fe(II) et Fe(II) ont

des valeurs plus élevées que les autres groupes dans la rate et le fémur. Le

pourcentage daugmentation est d.e 19% dans la rate (p < 0,005) et de l2o/o en

moyenne dans le fémur (0,05 < p < 0,005). Dans le foie, seul Ie groupe Al/Fe(II) se

distingue avec I5o/o en plus dans sa concentration en phosphore (p < 0,05). Dans

le fémur, nous remarquons également que Ie groupe AI est significativement

ùfférent d.u groupe T: Ia diminution de la teneur en phosphore observée est de

9% (p < 0,001).

Dans l'intestin, Ies concentrations obtenues dans les différents organes

suivent ce qui a été observé dans Ie traitement sans citrate.

Pour les concentrations aluminiques, le groupe Al est celui qui a les plus

fortes concentrations. Le groupe AllFe(II) a une concentration équivalente au

gïoupe Al d.ans le duodénum, le jéjunum, le jéjunum scrapping et I'iléon

scrapping. Le groupe AliFe(III) vient ensuite, bien que sa concentration ne soit

pas significativement différente des groupes précédemment cités pour le jéjunum,

le jéjunum scrapping et l'iléon scrapping. Dans les concentrations les plus faibles,

nous retrouvons les groupes avec une nourriture supplémentée en fer.

Bien entend.u, pour les concentrations en fer, nous observons I'inverse : le

groupe Al n'est pas significativement différent du groupe témoin, quel que soit Ie

fragment. Ce sont les groupes Fe(II) et AlÆe(ID qui ont la concentration la plus

élevée en fer, excepté pour l'iléon scrapping où c'est Ie groupe Fe(IID et dans Ie

d.uodénum où ce même groupe a un taux en fer id,entique au groupe Fe(II).

Pour les concentrations calciques dans I'intestin, nous observons, comme

pour Ie protocole sans citrate, que les groupes Fe(II) et AllFe(II) ont des

concentrations plus élevées que les autres groupes, alors que les groupes Fe(III)

et AllFe(III) sont inférieurs au groupe témoin pour les 3 fragments scrapping

(0 ,05<p<0,0001) .

Pour les concentrations en phosphore, nous n'observons que d.e très faibles

variations. Pour les fragments iléaux, nous voyons que les groupes Fe(II) et

Al/Fe(II) sont significativement di-fférents des groupes Al et Fe(IID. Au niveau du

duod.énum, nous voyons que le gïoupe Fe(IID est celui qui contient la plus forte

concentration de phosphore.
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i Influence du traitement au citrate

Dans ce paragTaphe, nous comparerons chaque gloupe avec le groupe

équivalent en traitement avec et sans citrate.

Au niveau des teneurs en fer, nous observons qu'elles sont toujours

supérieures dans les groupes traités avec du citrate lorsqu'il existe une différence

significative, et ceci aussi bien dans les organes que dans les fragments

intestinaux(g.g5 < p < 0.0005). Par contre, pour les teneurs en aluminium,

calcium et phosphore, elles sont généralement supérieures dans les groupes

traités sans citrate (0,05 < p < 0,0001).

V - Discussion

Comme nous I'avons déjà signalé, I'aluminium et le fer ont des propriétés

physico-chimiques très proches, et des études ont montré qu'il existe entre Ie

métabolisme de ces d.eux éléments une interrelation. Dans le sérum, la fraction

dominante de I'aluminium est sous forme non-ultrafiltrable et largement liée à la

transferrine (Cochran et coll., 1987 ; Martin et coII., 1987). Des expériences ont

mis en évid.ence que la transferrine intervenait non seulement dans le transport

sérique, mais aussi dans le passage transmembranaire et dans Ia toxicité de

l'aluminium. Le transport d.e I'aluminium Iié à Ia transferrine par l'intermédiaire

d.e récepteurs ou par d.es processus dendocytose a été démontré dans plusieurs

Iignées cellulaires @ernandez Menendez et coll., 1991 ; Madenovic, 1988 ; Abreo

et coll., 1991 ; Kasai et coII., 1991 ; McGregor et coll-, 1991 ; Cochran et coll',

1e91).

Au niveau intracellulaire, I'aluminium peut interférer avec le métabolisme

du fer à plusieurs niveaux comme la régulation de la ferritine par le fer,

I'utilisation d.u fer pour Ia synthèse de I'hème et I'expression de Ia transferrine

(Abreo et coll., 1994; Abreo & Glass, 1993). Les études en rapport avec

I'interaction des métaux sont souvent basées sur une déficience en fer : (a) des

études cliniques rapportent une corrélation négative entre les concentrations

sériques en ferritine et en aluminium chez des patients dialysés (Huang et coll.,

1992 ; D'Haese et coll., 1990 ; Cannata et coll., 1993) ; (b) des patients

insuffisants rénaux avec un taux sérique en ferritine faible ont une excrétion

aluminique urinaire élevée suggérant une absorption de I'aluminium accrue (Lin
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et coll., 1995) ; (c) une lignée cellulaire dintestin de rat a un transport

transmembranaire au niveau des récepteurs transferrine augmenté lorsqu'il y a

une déficience en fer (Cannata et coll., 1991 ; Fernandez Menenùez et coll., 1991).

Ainsi nous avons voulu aborder le problème inverse, c'est-à-dire en présence dun

apport de fer, c'est pourquoi notre étude porte sur une supplémentation de

l'alimentation en fer et en aluminium, afin d.'observer I'influence de ces métaux

au niveau des organes, du sang et de l'intestin.

Effet de I'exposition orale au fer et à I'aluminium sur l'évolution

pondérale des animaux

Durant Ie traitement avec 248 mmol AUg croquette (soit 6,71 S AUg

croquette) et 248 mmol Fe/g croquette (soit 13,84 g Fe/kg croquette), nous

observons, dès les premiers jours, une diminution de la croissance pour tous les

gïoupes traités. Cette perte de poids est d'autant plus marquée chez les animaux

d.u groupe AllFe(IID. La perte de poids était tellement conséquente que nous

avons arrêté l'étude après 10 jours. Les animaux du groupe AllFe(IID avaient

déjà perdu 32o/o de leur poids corporel initial et les animaux des groupes Al et

Fe(IID en étaient à 8o/o de perte de leur poids de départ. Graff et Burnel (1995 a

et b) qui utilisaient des doses similaires d aluminium en traitement oral

observaient également un retard. dans I'évolution pondérale des animaux. Cette

perte de poids est attribuée dune part à la carence en phosphore qu'entraîne

I'aluminium par précipitation dans la lumière intestinale, mais également à Ia

diminution de la prise alimentaire journalière.

Lors du traitement avec des doses 10 fois plus faibles, nous n'observons

plus de perte de poids. Cependant, la croissance est retardée par rapport aux

témoins. Pour Ies groupes dont I'alimentation contient d.u Fe(II), la croissance est

encore plus ralentie que pour les groupes Al, FeQII) et AlÆe(IID. Ceci est observé

qu'il y ait du citrate ou non dans la nourriture

Ainsi Ia diminution de la prise alimentaire est corrélée positivement avec

Ie ralentissement de la croissance. Les animaux peuvent refuser Ia nourriture car

Ie pH des croquettes reconstituées est différent de celui des croquettes standard's

M25 et plus acide notamment pour les croquettes contenant les deux métaux.
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Effet de l'exposition orale au fer et à I'aluminium sur les concentrations

plasmatiques et sanguines en minêraux

Pour Ie traitement de 10 jours, nous observons que le groupe AVFe(III) est

celui qui a Ia plus forte aluminémie, puis les groupes Al et Fe(IID, et enfin le

groupe témoin. L'augmentation de l'aluminémie indiquerait une absorption

facilitée en présence du fer. L'augmentation de l'aluminémie dans le groupe

Fe(IID peut être due à une augmentation de l'aluminium présent à l'état de

traces et étant biodisponible dans Ia poudre de croquettes.

Ces résultats sont confirmés avec Ie traitement de 60 jours, où les plus fortes

aluminémies sont obtenues pour les groupes Al/ Fe(II), AlÆe(III) et AllFe(II)-

citrate.

Nous voyons que les concentrations en calcium et en phosphore sont

influencées de manière significative après 10 jours de traitement. Les

concentrations sont inversement corrélées, du fait de la balance phospho-

calcique. Les groupes Al et AllFe(III) ont une teneur plasmatique en calcium

supérieure aux groupes Fe(III) et T, alors que leur concentration en phosphore

est inférieure.

Pour le traitement de 60 jours avec des d.oses en métal plus faibles, nous

voyons que les groupes contenant du Fe(II), c'est-à-dire Fe(II), Fe(Il)-citrate,

AllFe(II) et AlÆe(Il)-citrate ont des concentrations plus faibles en phosphore et

calcium que tous les autres gïoupes. Ceci est dû à la complexation avec

l'aluminium, mais surtout aux déficiences alimentaires. Par contre, les groupes

Al et Al-citrate ne présentent pas de différence par rapport au gloupe T car cette

dose est certainement trop faibte pour engendrer une différence sur les

concentrations sanguines. En effet, la fonction rénale est capable, gtâce aux

phénomènes de réabsorption, d.e compenser les carences en phosphore. Les

éléments minéraux sont réabsorbés de I'urine et les concentrations plasmatiques

sont maintenues constantes (Walton & Gray, 1979).

Pour les autres éIéments (magpésium, potassium et sodium), seuls Ies

groupes contenant du fer(Il) sont significativement inférieurs aux autres. Ainsi,

aucune di-fférence n'est observée entre les groupes T, Al, AllFe(IID et Fe(III), que

se soit sur 10 jours ou 60 jours d.'intoxication. Le milieu de circulation est de

composition stable, excepté lors de carences alimentaires importantes et sur des

périodes qui se prolongent.
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Le fait d.'ajouter du citrate à l'alimentation augmente l'aluminémie du

groupe AI, mais aussi la calcémie pour les groupes AllFe(II) et AlÆe(III), le

phosphore pour les groupes Fe(II) et AllFe(IIf , le magnésium pour les groupes

Al et AllFe(II), le sodium pour les groupes Fe(II) et AllFe(II). Le citrate, comme

nous I'avons déjà évoqué, pourrait former un complexe stable facilitant Ie passage

de I'aluminium et évitant sa précipitation dans le milieu digestif (Martin, 1986 a

et b ; Froment et coll., 1989 ; Van der Voet et coll., 1989 ; Walker et coll., 1990).

L'augmentation de l'absorption du calcium a également étê démontrée en

présence d.e citrate (Ilarvey et coll., 1988). Le citrate diminuerait la résistance

transmembranaire et ouvrirait les jonctions serrées des cellules épithéliales,

augmentant ainsi le passage transcellulaire de différents éIéments (Martinez-

Paloma et coll., 1980).

Effet de I'exposition orale au fer et à I'aluminium sur les concentrations

en aluminium et en fer dans les organes

Au niveau des tissus étudiés, il existe des différences sigpificatives. Dans

Ie cerveau, nous n'avons pas observé de variations. Pour les concentrations en

aluminium, if n'y a pas de modifications au niveau osseux quel que soit le groupe

étudié. Bien entendu, les groupes intoxiqués à l'aluminium sont ceux qui

présentent les plus fortes concentrations dans les organes, y compris dans les

tissus intestinaux. L'aluminium fixé dans les cellules sous forme équivalente à la

ferritine (F"t* remplacé par Al3*) ne peut plus ressortir des cellules,

contrairement au Fe3*, car il ne présente qu'un seul degré d'oxydation. Pour les

concentrations en fer, nous observons l'équivalent avec les gtoupes contenant du

fer, mais nous remarquons que les groupes absorbant simultanément de

l'aluminium et du fer ont un taux plus élevé en fer que les groupes dont

l'alimentation est enrichie uniquement en fer. De plus se sont les animaux

intoxiqués au Fe2* (fer ferreux) qui présentent la plus forte teneur en fer. De

même, les concentrations aluminiques dans les organes et dans les fragments

intestinaux présentent d.es valeurs supérieures pour le groupe AIIFe(II). Le fer

ferreux faciliterait donc le passage de l'aluminium dans le milieu intérieur et son

stockage dans les organes. L'aluminium semble également faciliter l'absorption

du fer. Ces résultats sont en accord avec des travaux antérieurs. Le Fe2+

faciliterait l'absorption d.e I'aluminium par la muqueuse intestinale en stimulant

la synthèse de ferritine (Van der Voet & De Wol-ff, 1987 c). SeuI le fémur ne

présente pas de différence significative au niveau des teneurs en fer.
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Au niveau des autres éléments, nous n'observons pas de modifications

particulières permettant de conclure à une possible interaction entre le fer et

l'aluminium. Signalons la diminution significative de la concentration en

phosphore d.ans le fémur pour Ie traitement de 10 jours et celui de 60 jours

contenant du citrate. Les concentrations en calcium et en phosphore dans

l'intestin évoluent de façon inverse : Ies groupes avec de fortes concentrations en

calcium, Fe(II) et Al/FeQI), sont ceux qui présentent les plus faibles taux de

phosphore. Pour les concentrations en magnésium, potassium et sodium, aucune

di-fférence notable n'a pu être signalée. L'addition de citrate ns msdifie pas non

plus de façon radicale les différentes concentrations en minéraux. Ainsi, sur une

période de 60 jours, les organismes ont Ie temps de s'adapter et de prévenir les

changements d,ans les concentrations tissulaires pour minimiser Ies différences.

Cepend.ant, sur d.e plus longues périodes ou sous des conditions différentes,

I'organisme peut ne plus être capable dadapter avec autant de succès Ia

régulation du métabolisme minéral. Par exemple, Ies animaux et les hommes

avec un dysfonctionnement rénal ou intestinal pourraient être plus sensibles à

une surcharge alimentaire en métal.
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QUATRIEME PARTIE

INFLUENCE
DU PHOSPHATE D'ALUMINIUM

SUR L'ALCOOLEMIE

I - Introduction

Le phénomène alcool a, depuis de nombreuses années, préoccupé les

Pouvoirs Publics et motivé la réflexion médicale car le comportement de

I'individu en état d'ébriété peut présenter un danger potentiel pour la société. En

particulier, la boisson alcoolique est fâcheusement connue pour être responsable

d'un bon nombre d'accidents de Ia route, mais aussi, d'accidents du travail et

d'accidents domestiques (Ades, 1986).

L'alcoolisme change de visage, et ces modifications affectent tous les pays

du monde. La consommation d'alcool augmente presque partout. Les modalités

de la consommation de I'alcool se modifient également et avec elles la répartition

dans les groupes sociaux et les groupes d'âge.

Devant ce problème de société, quelle solution peut-on entrevoir ?

La cinétique de I'absorption gastro-intestinale de I'alcool n'est pas régulière, mais

présente un pic, comme nous le verrons plus loin dans ce rapport. C'est à ce

moment que I'organisme présente les modifi.cations sensorielles et motrices les

plus marquées. En mortifiant cette cinétique d'absorption pour la répartir dans le

temps afin d'éviter un pic d'alcoolémie trop important, les perturbations

comportementales seraient ainsi atténuées.

C'est d.ans ce sens que s'est orientée notre réflexion et que I'idée d'utiliser

une substance réduisant les échanges entre la muqueuse gastro-intestinale et

I'alcool ingéré est apparue.

Le traitement thérapeutique de I'alcoolisme peut être envisagé de deux maniére.

Les sujets alcoolo-dépendants nécessitent une abstinence, vis à vis de I'alcool,
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totale et définitive. Pour les sujets non alcoolo-dépendants, le traitement peut

envisager un changement progtessif du comportement pour arriver à une

consommation contrôlée (Voilquin, 1988). La consommation contrôlée est parfois

remise en question. L'utilisation d'une substance qui permetterait de diminuer le

taux d'alcool dans Ie sang chez les "buveurs excessifs" sans probléme

psychologiques, où Ie seul but à atteindre, est la modération, pourrait trouver sa

place dans le traitement thérapeutique.

Après un rappel sur les troubles comportementaux et sur I'absorption de

I'alcool éthylique au niveau gastro-intestinal, nous présenterons les premiers

essais sur I'animal de laboratoire que nous avons effectué puis seront exposés les

arguments en faveur de notre travail.

II - Quelques rappels sur le sujet

L'alcool éthylique CH3CH2OH est une petite molécule simple, peu

polarisée. Elle est très soluble dans I'eau et assez soluble dans les solvants

lipophiles.

Le coeffi,cient d.e partage graisse/eau est de 30/1, ce qui est très favorable, au

passage de I'alcool à travers les membranes cellulaires par diffiasion passive.

Lorsque l'éthanol est ingéré, on peut considérer schématiquement trois phases

(Dillemann, 1985):
- Première phase : son absorption
- Deuxième phase : sa distribution
- Troisième phase : son métabolisme

1) L'absorpion de I'alcool éthvlique

L'alcool ingéré ne subit pas la voie de résorption habituelle, au niveau des

villosités intestinales. L'assimilation de I'alcool commence au niveau de I'estomac

où i] diffuse librement à travers Ia paroi. C'est, en effet, une' substance

directement assimilable qui ne subit aucune dégradation enzymatique. Grâce à

son faible poids moléculaire, Ia vitesse de résorption de l'éthanol suit la loi de

diffirsion de Fick et est directement proportionnelle à la différence de
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concentration d.es d.eux milieux en cause : Ie contenu gastrique ou intestinal et Ie

sang.

Certains facteurs peuvent influencer le passage de I'alcool vers le compartiment

sanguin:
- Ia dose d'alcool ad.ministrée
- la concentration de la solution alcoolique
- Ie degré de jeûn

- la nature de la muqueuse
- tout paramètre modifiant la courant sanguin

La totalité du tube gastro-intestinal est capable d'absorber I'alcool éthylique (y

compris le colon ). L'absorption la plus importante a lieu au niveau de I'intestin

grêle, immédiatement après le passage du pylore. La vitesse du passage dans le

sang est d.onc également fonction de la rapidité de l'évacuation gastrique (Wilson

& Hoyumpa, 1979).

En fait, I'alcool est absorbé à Ia même vitesse que I'eau et par les mêmes

mécanismes, c'est-à-dire selon les lois physiques qui régissent l'écoulement des

fluid,es par différence de pressions hydrostatiques et osmotiques.

2) La distribution dans lrorganisme de lalcool éthvlique

Après I'absorption, l'éthanol arrive d.ans le compartiment sanguin par Ie

système porte et traverse Ie foie avant d'atteindre Ia circulation générale. II

ùiffirse rapid.ement à travers les capillaires et se distribue dans I'eau des

comp artiments intracellulaires et extracellulaires.

Au niveau d.u sang, la courbe d'alcoolémie qui donne la concentration en

alcool en fonction du temps évolue en deux phases :
- une phase ascendante, correspondant à la résorption

- une phase descendante, correspondant à l'élimination

Le point culminant de Ia courbe traduit le moment où le taux de résorption est

égal au taux d.'éhmination par les urines ( moins de 10 o/o) et par transformation (

métabolisme ) (Wendell & Thurman, 1978).
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Le taux d'équilibre d.e I'alcoolémie dans le cerveau, le foie, les poumons, Ies

reins est rapidement obtenu, principalement grâce au flux sanguin important d-e

ces organes.

Taux
d'alcool
sanguin

Temps (heures)

Figure 28 : Evolution de Ia concentration d'alcool dans Ie sang en fonction du

temps.

3) Sipmes phvsiopatholosiques de I'alcoolémie

Les étud.es portant sur les données d.e physiopathologie sont nombreuses et

approfondies. Différents paramètres comportementaux à des niveaux croissants

d'alcoolémie ont été étudiés.

Les perturbations apparaissent déjà pour de faibles alcoolémies (0,30 g.L't) et se

généralisent rapidement à partir de 0,50 g.L-l, pour d.evenir constantes à 0,80

g.L-r. Globalement, on peut rappeler Ie tableau d'HINGLAIS et DESANTI

(tableau 24).

L'alcool et la route sont incompatibles car I'absorption de quelques dizaines

de grammes d'alcool est suffrsante pour entraver la sécurité routière (Seguin,

1956).

La législation française s'est ainsi constituée; rappelons simplement quelques

dates essentielles :
- 1970 : fixation d'un taux IégaI d'alcoolémie ( contraventionnel à 0.80 g.L-t

et délictuel à 1.20 g.L-t)
- 1978 : possibilité de contrôles préventifs et d'annulation du permis

- 1983 : taux déIictuel dés 0.80 g.L-t
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- 1986 : retrait immédiat du permis si présomption d'ivresse. Suspension

directe si la vérification est positive
- 1g8Z : équipement progressif des Forces de I'Ordre en éthylotests et

éthylométres
- 1995 : taux contraventionnel à 0.50 g.L-t

Tableau 24 : Perturbations physiopathologiques en fonction du taux

d'alcoolémie.

TAUX
D'ALCOOLEMIE OBSERVATIONS

( en g.L-l)

0.10
0.15
0.60

1.00

1.50

2.00 à2.20
4.00

5.00 à 7.00

Pas d'atteinte appréciable

Légère atteinte d.u contrôle moteur

Allongement du temps de réaction lors d'un

choix

Taux critique :
- allongement du temps de réaction simple
- apparition d'une incoordination motrice
- allongement du temps de réaction auditif et

optique

Troubles neuro-sensoriels nets

Ivresse clinique chez 50 % d.es sujets

Ivresse évidente chez 100 % des sujets

Coma

Mort

Le rnétabolisme de I'alcool éthvlique

Une fois I'absorption et la distribution achevée, Ia clairance de I'alcool du

compartiment sanguin (ou épuration plasmatique de I'alcool) est la résultante d'u

métabolisme de I'alcool et de son excrétion sous forme inchangée par I'organisme

(Alcohol and the gastrointestinal tract, 1980).

La phase descendante de la courbe d'alcoolémie est presque linéaire et on

peut parler du coefÊcient d'éthyloxydation qui s'évalue aux environs de 0.1 g

d'alcool / L de sang /heure.

4)
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Le métabolisme a lieu principalement au niveau des hépatocytes où

I'éthanol est oxydé par I'alcool déshydrogénase cytoplasmique, le système

d.'oxydation microsomial et le système catalasique. Le métabolite final est I'acide

acétique, il est libéré dans la circulation sanguine sous forme d'acétate puis est

utilisé au niveau des tissus périphériques sous forme d'acétylcoenzymeA.

Ainsi Ie foie joue un rôle prépondérant dans ces processus d.'oxydation. Toutefois,

Ies enzymes nécessaires à ce métabolisme se retrouvent dans de nombreux autres

tissus.

En conclusion, pour diminuer I'alcoolémie, on peut intervenir :

O soit sur I'absorption de I'a-lcool,

@ soit sur la vitesse de transformation de I'alcool en acide acétique.

Jusqu'à présent, Ies études et les produits visant à diminuer I'alcoolémie se sont

intéressés à accélérer la vitesse de transformation métabolique de I'alcool: une

firme belge a lancé un produit : L'Alsaver@. Celui-ci présente les inconvénients

d.'être très cher et d.'imposer à I'organisme une surcharge glucidique ( un adulte

doit ingérer 60 à 150 grammes de fructose, glucose et maltose pour obtenir un

effet).

La solution O présente I'avantage de ne pas surcharger I'organisme en prod.uit

supplémentaire, à condition que Ie produit soit effi.cace avant I'absorption de

I'alcool et ensuite éliminer dans les fèces.

III - Matériel et méthodes

l) Matériel utilisê

Le matériel nécessaire à cette étude est décrit ci-dessous :

- seringues 2 mI (Terumo)
- aiguilles 0.5 mm x 16 mm (Terumo)
- coussin chaufant (Wetzotherm)
- canule en acier pour gavage à extrémité renflée (Polylabo)

- soie naturelle numéro 2.5Déc. (Laboratoire Flandre)
- ballon et colonne à distiller en pyrex
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2) Produits utilisés

Le Phosphalugel@ est un produit du laboratoire pharmaceutique

Boehringer Ingelheim (Yamanouchi Pharma). Le bichromate d.e potassium

(KzCrzOz), l'acid.e nitrique gINOs), et I'iodure de potassium (Iil) proviennent de

Prolabo (France). L'acid.e picrique ((CoHz(NOz)aO$ et le thiosulfate de sodium

(\lazSzOa) ont été commandé chez Aldrich (France).

3) Protocole exPérimental

Le protocole expérimental est basé sur ceux utilisés dans d'autres études

comparables (Schanker et coll., 1957 ; Hava & Hurwitz, 1973; Anthone et coll-,

1993).

L'animal est anesthésié au pentobarbital sodique ( Sanofi, Santé Animale )

à une d.ose d.e 90 mg i kg en injection intrapéritonéale. Il est ensuite mis sur un

coussin chauffant et sous une lampe électrique allumée afin d'éviter

I'hypothermie pendant I'expérimentation.

Sur le rat placé en décubitus dorsal, on pratique une Iaparotomie médiane

et I'estomac d.e I'animal est dégagé. L'arrivée de I'oesophage au niveau du cardia

est repérée et libérée de ses attaches mésentériques. L'oesophage est clampé Ie

plus loin possible de I'estomac et on prépare une ligature lâche. On incise

I'oesophage environ un centimètre au dessus du cardia et on y introduit une

canule à extrémité renflée, ce qui évite le retrait de Ia canule lors des inspirations

de I'animal. On adapte une seringue à I'extrémité libre de la canule afin d'injecter

directement les solutions dans la cavité stomacafe. L'abdomen est ensuite

refermé avec quelques points de suture. Une compresse humidifiée avec une

solution d.e chlorure de sodium à 0.9 % (Aldrich) est déposée sur la plaie pour

éviter le dessèchement.
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On travaille toujours avec deux animaux en parallèle, un animal témoin et

un animal essai, auxquels on perfuse les solutions suivantes :

SOLUTIONS PERFUSEES ANIMAL
TEMOIN

ANIMAL
ESSAI

PHOSPHALUGEL@ DOSE

DUREE

1mL

t heure

EAU DOSE

DUREE

lmL

t heure

ETHANOL 40 o/o

Après Ie temps d.'incubation, le sang est préIevé par ponction intracardiaque. Le

volume sanguin est déterminé avec précision.

4) Dosage de I'alcool dans le sanq

La technique utilisée pour déterminer I'alcoolémie a été choisie pour être

facilement réalisable au laboratoire. Cette technique de dosage est celle prévue

dans les conditions d'application d.e I'article 13 du décret n" 55-808 portant

règlement d,'administration publique et relatif aux mesures concernant la lutte

contre I'alcoolisme (Coulet, 1958 ; Lundquist, 1959 ; Alby, 1979).

a - Separation de l'alcool du sang par distillation

Un volume de sang, exactement mesuré, est introduit dans un ballon à

distiller en verre, contenant déjà 65 ml de solution aqueuse saturée d'acide

picrique ( Aldrich ), que I'on porte à ébullition. Il est lssusilli environ 40 mL de

distillat qui est complété à 50 mL exactement avec de I'eau distillée.

b - Dosage de l'alcool dans le distillut

Tous les dosages seront réalisés en triple.

On mesure 5 mL de bichromate de potassium N/20 (Prolabo) préparé dans I'acide

nitrique pur ( Prolabo ) et on y ajoute exactement 10 mL de distillat :

2Cr2O72- + 4CH3CH2OH + 16H+ + SCH3COOH + 4Cr3+ + 11H2O

DOSE

DUREE

1mL

t heure

1mL

t heure
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Dix minutes après cette opération, il est ajouté 50 mL d'eau distillée, puis 10 mL

de solution aqueuse d'iodure de potassium à 1 % (Prolabo) :

Cr2O72- + I4H+ + 6I- + 2Cr3+ + 7H2O + 3I2

L'iode libéré est dosé par addition d'une solution de thiosulfate d.e sodium N/20

(Ædrich) en présence d'empois d'amidon comme indicateur :

12 + 2S2O32- -+ 2I- + 54062-

La quantité d'alcool, exprimée en grammes par Iitre de sang, est donnée par la

formule suivante :

t (5 -n )x2 .87 I  /  p

avec n qui représente Ie volume en mL de Ia solution titrée de thiosulfate de

sodium versé,
p qui représente Ie volume en mL de la prise d'essai de sang.

Remarque:

La validité de Ia technique de dosage a été préalablement vérifiée sur des

solutions aqueuses et des échantillons sanguins surchargés avec des quantités

connues d'éthanol.

Tableau 25 : Validité de la technique de dosage (n est le nombre d.'essais

réalises).

Valeurs thêoriques Valeurs obtenues Ecart-type

1 g.L-t

(n = 10)

0.2 g.L-r

(n = 10)

0.95 g.L't 0.07 g.L-t

0.21 g.L ' t 0.05 g.L't
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IV - Résultats

Pour chaque expérience, deux rats sont perfusés en parallèle. Les

movennes obtenues sont données ci-dessous :

Tableau 26 : Alcoolémie obtenue chez le rat en présence ou non de

Phosphalugel@'

GROUPE ALCOOLEMIE

(n = 30 expériences) (g.L-l)

SANS TRAITEMENT 0.79 I 0.21

TRAITEMENTAUPHOSPHALUGEL@ 0.23 I0.15

Dans tous les cas, on obtient une diminution de I'alcoolémie. Si on calcule la

di-fférence d'alcoolémie entre les animaux témoin et les animaux traités au

Phosphalugel@, Ia diminution est en moyenne de 7I %.

D'après Ia théorie de Widmark, Ia quantité d'alcool présente dans

I'organisme ( m ) est égale au produit de la concentration dans le sang en gramme

par litre ( p ), du poids du corps ( m ) et de I'espace solvant ou fraction du corps où

se dissout I'alcool ( E ). E est évalué à 0.70 pour le mâle :

m=p xMxE

Pour un rat de 250 B, on peut calculer Ie taux maximal d'alcool sanguin que I'on

aurait pu retrouver si Ia totalité de l'éthanol administré passait dans le système

vasculaire. Sachant que Ia dose d'alcool injectée dans I'estomac est de 0.40

gTamme :

P  =  m /  (M x  E)

Donc, I'alcoolémie maximale est : p = 0'40 | ( 0'25 x 0'70 )
= 2.29 g.L-r
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V - Discussion

Ainsi, I'expérimentation animale donne une première approche tout à fait

convainquante et on peut afÊrmer que Ie Phosphalugel@ a une action positive sur

la diminution d.e I'alcoolémie.

De plus, plusieurs caractéristiques intrinséques d.u ce gel d'aluminium font

que le Phosphalugel@atténuerait I'alcoolémie. Ces caractéristiques se rapportent

soit directement au prod.uit actif : le phosphate d'al,uminium (V'atier et coll-, 1987

; Vatier, 1988), soit à un excipient : Ie sorbitol.

O Le Phosphalugel@ recouvre l'épithélium stomacal puis intestinal,

formant ainsi une couche protectrice qui limite les échanges. Habituellement, Ia

muqueuse gastrique se comporte comme un tamis muni de très petits pores où

seules les substances hydrosolubles sont absorbées.

Le passage au niveau intestinal est plus rapide que celui de I'estomac, mais le

mécanisme est identique. Les membranes épithéliales se comportent comme une

couche lipoproteique traversée par de minuscules pores remplis d'eau Qes pores

représentent moins de 0.1 o/o de Ia surface membranaire). Les substances

hydrosolubles se déplacent à travers ces pores selon un gradient osmotique, puis

ressortent par les bordures latérales des cellules pour rejoindre la circulation

sanguine.

Le phosphate d'aluminium recouvre les pores membranaires, réduisant ainsi

considérablement I' ab sorPtion.

De plus, I'éthanol dès une concentration de l0 % peut provoquer des

lésions au niveau de la couche épithéIiale, ce qui augmente la perméabilité des

muqueuses @araona et coll., 1974). Si celles-ci sont préalablement recouvertes

d'une substance protectrice, le contact direct entre I'alcool et les tissus n'est plus

possible et les lésions seront diminuées ou évitées (Fromm, 1979 ; HAGEL et

coll., 1982 ; Hollander et coll., 1986 ; Dijoseph et coll., 1990), réduisant ainsi Ie

passage de I'alcool vers le sang (Ilollander & Tarnawski, 1989).

Le Phosphalugel@ agit comme une barrière mécanique qui limite les

échanges, cette propriété a d'ailleurs été largement démontrée en ce qui concerne

I'absorption de médicaments (fIurwitz, 197f ; Hurwitz & Sheehan, 1971 ;

Hurwitz & Schlozman, L974).
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@ Une autre propriété des antiacides est de retard.er Ia vidange gastrique

par leur pouvoir tampon (Ilurwitz et coll., 1976).

En effet, Ia vacuité de I'estomac accélère le transit transpylorique, alors que la

présence de substances ( su fl'aliments ) le retarde et étalera I'alcoolémie d'ans le

temps ( la courbe de I'alcoolémie aura un profll plus arrondi ). Lorsque I'alcool est

mélangé à d.'autres aliments, I'absorption est ralentie en raison de leur effet

ralentissant la vidange gastrique.

Un pouvoir tampon important, susceptible de neutraliser I'acidité

gastrique, comme le provoque Ie Phosphalugel@, ralentira Ie transit. Le temps de

séjour d.e I'alcool dans I'estomac sera donc prolongé; or cet organe est moins

favorable à I'absorption que I'intestin grêIe. La valeur maximale d'e I'alcoolémie

sera moins rapidement atteinte et surtout plus faible-

O Le péristaltisme de I'intestin grêle est diminué en présence d'aluminium

d'une manière réversible 0e phénomène disparaît lorsque I'aluminium n'est plus

en contact avec les tissus ) (Cunat et coll., 1998). Ce phénomène est également

favorable au ralentissement du passage de I'alcool vers Ie sang. Dans I'intestin, Ie

bol alimentaire subit des mouvements de brassage qui augmentent le contact du

chyme avec les villosités intestinales et par conséquent favorisent I'absorption.

Puisque ces mouvements intestinaux sont partiellement inhibés, Ia

surface de contact et I'absorption ne sont plus optimales.

@ Certains auteurs ont suggéré que I'aluminium pourraient augmenter Ia

viscosité du mucus sécrété par I'estomac (Past et coll., 1992). Ceci augmenterait

encore Ia couche protectrice au niveau de cet organe et rendrait plus difficile

encore le passage de I'éthanol vers Ia circulation sanguine.

O Chaque sachet contient du sirop d.e sorbitol à 70 % utilisé pour éviter la

constipation. Il favorise le transit intestinal et vient ainsi compenser I'effet de

I'aluminium sur le péristaltisme.

De plus, Ie sorbitol peut agir également en ralentissant la vitesse d'évacuation

gastrique. Les solutés comme Ie glucose, Ie sorbitol ou le sulfate de sodium sont,

du point de vue osmotique, efEcaces et réduisent le transfert transpylorique d'u

bol alimentaire.

D'autre part, le sorbitol semblerait être une des substance les plus actives,

avec le fructose, pour réd.uire I'alcoolémie en agissant au niveau du métabolisme (

cette propriété est utilisée pour I'Alsaver@ ).
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L'ingestion chronique d'alcool entraîne des perturbations métaboliques et à

Iong terme d.es altérations fonctionnelles puis organiques des tissus et des

organes. En effet, I'éthanol est un toxique pour I'organisme, d'une part parce qu'il

lèse les muqueuses digestives et qu'il réd.uit leur capacité d.'absorption, d'autre

part parce qu'il perturbe Ie fonctionnement cellulaire. C'est pourquoi il est

indispensable de traiter efEcacement tous les problémes liés à I'alcoolisme. Ainsi

Ies patients non alcoolo-dépendant pourrait atteindre plus facilement une

consommation modérée dont les valeurs maximales sont variables d'un individu à

I'autre. En général, elles sont de I'ordre de 40 grammes d'alcool par jour pour un

homme et de 20 grammes d'a-lcool par jour pour une femme. Ainsi la prise

simultanée d.e Phosphalugel@ pourrait contribuer à diminuer le pic d'alcoolémie

et donc à amoindrir les effets physiologiques de I'alcool lors de cette

consommation modérée et contrôIée. Car nous avons vu que le Phosphalugel@

présente de nombreuses caractéristiques qui contribuent à diminuer le pic

d'alcoolémie en répartissant dans Ie temps le passage transmembranaire de

I'éthanol.
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CONCLUSION GENERALE

L'étude de la biodisponibilité de l'aluminium au niveau intestinal a été

abordé par une approche in uitro dans un premier temps et in uiuo d.ans un

second temps.

L'approch e in uitro a permis la mise en évidence dun effet des métaux sur

Ies contractions péristaltiques de I'intestin de rat Wistar. En effet, la technique

d.'intestin isolé nous a permis dobserver l'influence de plusieurs métaux sur les

contractions spontanées d.e l'intestin. Ces métaux ont été choisis pour leur

similitude physico-chimiques avec l'aluminium. Il apparaît que tous les métaux

ont un effet réversible sur Ie péristaltisme, excepté le fer. Le métal pour lequel

les modifications sont les plus marquées est l'yttrium. Il réduit de façon

significative I'amplitud.e des contractions intestinales. De plus, des précipités

dyttrium ont été détecté par des techniques de microanalyses (images X et

spectres) au niveau des espaces intercellulaires et dans des vésicules

membranaires : Ies caueolae intracellulari probablement impliquées dans le

transport de molécules de l'espace extracellulaire vers l'espace intracellulaire par

le processus d.e potocytose. Ainsi l'yttrium semble modifier les contractions

intestinales par l'altération des échanges vers I'intérieur de Ia cellule.

Le fer a également été étudié mais ce métal ne traverse pas la séreuse

intestinale et reste donc sans effet sur les contractions intestinales.

Le chrome et I'aluminium ont un comportement identique: ils diminuent

I'amplitud.e des contractions péristaltiques mais reste sous une forme dispersée

au niveau du tissu intestinal. Ces deux métaux peuvent intervenir à plusieurs

niveaux dans Ia régulation des contractions intestinales. Leur constante daffinité

avec Ie phosphate étant élevée, ces métaux peuvent interagir avec les composés

phosphorylés de la cellule, tel que I'ATP ou I'ANIP cyclique. De même, Ia

régulation des contractions fait intervenir un complexe Ca2*-calmoduline où

I'aluminium peut se fixer et modifier la configuration de Ia calmoduline, rendant

ainsi la protéine inaccessible au calcium et modifiant les phénomènes contractiles

d.u muscle lisse intestinal.
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L'étude in situ de plusieurs composés aluminiques nous a permis de mettre

en évidence I'influence d,es composés qui complexent I'aluminium en testant

plusieurs sels daluminium. Pour cela, nous avons utilisé la technique de

I'intestin perfusé chez le rat Wistar-

Comme nous l'avons montré, la quantité d aluminium retenue dans la

muqueuse intestinale est inversement corréIée avec Ia concentration plasmatique

mesurée après perfusion. Ainsi, Ies composés inorganiques de l'aluminium, Ie

glutamate d aluminium et Ie lactate d'aluminium, sont plus rlifficilement

absorbés alors que les complexes organiques de I'aluminium traverse facilement

la barrière intestinale. Nous avons démontré que l'absorption des composés

d'aluminium est étroitement liée à la composition moléculaire des complexes et

notamment au nombre de gïoupements carboxylique, hydroxyle et azoté. L'ordre

décroissant de l'absorption intestinale pour les composés aluminiques testés est

Ie suivant: citrate d'aluminium r tartrate d'al,uminium I gluconate d'aluminium >

Iactate d'aluminium ) glutamate daluminium ) sulfate d'aluminium et chlorure

d aluminium > nitrate d'aluminium. Plus le complexe formé entre Ie chélateur et

Ie métal est stable, plus I'absorption intestinale de l'aluminium est importante.

Lorsque le complexe est facilement absorbé (citrate daluminium, tartrate

d.'aluminium, gluconate d'aluminium), peu de différence d'accumulation de

l'aluminium entre les ségments intestinaux est observée. Par contre, pour les

autres solutions nous observons une accumulation de I'aluminium plus éIevée

dans le jéjunum, le duodénum puis l'iléon. Ces variations sont due aux

modifications de pH le long du tractus intestinal : Ie pH acide à la sortie de

I'estomac va tendre vers les pH 7-8 au niveau de I'arrivée des canaux biliaires et

pancréatiques (jéjunum). L'aluminium, sous I'influence de cette augmentation de

pH, va précipiter localement et la concentration tissulaire en aLuminium va

s'accroître.

L'utilisation du DNP, un inhibiteur des processus actifs, ne modifie pas

I'absorption d.e I'aluminium indiquant que pour les concentrations et les

conditions définies pour notre étude, l'aluminium emprunterait majoritairement

Ia voie d.e passage paracellulaire. Cependant, la voie transcellulaire intervient

également car I'augmentation des concentrations aluminiques dans le perfusat

ne correspond pas à une augmentation proportionnelle de l'aluminémie, mais

semble atteindre une valeur limite. Cette observation peut refléter un transport

par des phénomènes saturables soit énergie-dépendants, soit par I'intermédiaire

de transporteurs. Les résultats obtenus dans les expériences où les taux de

calcium, de glucose ou d.e phosphore sont modfiés confirment que I'aluminium

emprunte une voie saturable. L'aluminium et le calcium seraient en compétition
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pour leur fixation sur les protéines de transport. Par contre, l'augmentation de la

concentration calcique provoque également la fermeture des jonctions serrées de

I'espace paracellulaire et diminue le passage de I'aluminium le long des

entérocytes. De même, Ia suppression de glucose, de phosphore et de calcium

dans la perfusion diminue I'absorption de l'aluminium en réduisant les

contractions péristaltiques de lintestin et donc en diminuant les phénomènes de

brassage nécessaires à optimiser les mécanismes dabsorption.

Une étude in uiuo a également été réalisée en intoxiquant des rats Wistar

au fer ou / et à I'aluminium car plusieurs observations ont démontré une

interférence entre ces deux métaux au niveau de leur absorption intestinale.

Un premier protocole avait été mis en place sur la base dune concentration

aluminique utile pour chélater le phosphelg a'limentaire soit 248 pmol de métal

par gramme de croquette (soit 6,7 mg Al / g croquette et 13,8 mg Fe / g croquette).

Ce protocole a été interrompu 4q 1Qéme jour de traitement en raison dune perte

de poids, trop importante pour les animaux du groupe AlÆe(III), qui s'accentuait

de jour en jour. Le protocole a été repris avec une dose inférieure de 24,8 pmol de

métal par gïamme de croquette mais sur une période de 60 jours. L'évolution

pond,érale des groupes danimaux ayant un régime alimentaire standard

supplémenté en métal est ralentie par rapport aux groupes témoins mais les

animaux ne perdent pas de poids. Cette différence pondérale est corrélée avec

une perturbation de la prise alimentaire certainement due à I'acidité des

croquettes engendrée par I'ajout des métaux. L'administration orale daluminium

est liée au problème de la spéciation de I'aluminium au niveau digestif.

L'aluminium se complexant aux phosphates, seule une faible fraction reste

biodisponible et franchit la barrière intestinale. Nous observons cependant une

augmentation de I'aluminémie chez tous les groupes traités. L1ryperaluminémie

la plus importante est obtenue pour les groupes combinant les deux métaux, ce

qui indique une action positive du fer sur I'absoration intestinale de l'aluminium.

Cette interaction est dautant plus marquée que ces groupes ingèrent en quantité

absolue moins de métal que les autres groupes du fait de la diminution d,e prise

alimentaire journalière. Nous remarquons également que. les groupes ayant du

Fe2* d.ans leur alimentation présentent une carence en fer sanguin. Le traitement

de 10 jours entraîne une diminution de Ia phosphatémie chez les groupes Æ et

AllFe(III) qui est liée à la formation de complexes phospho-aluminiques, Iimitant

ainsi la biodisponibilité du phosphore apporté par l'alimentation. L'augmentation

de la calcémie s'explique par le réajustement de la balance phospho-calcique. Ces

variations ne sont pas observées pour le traitement avec des doses plus faibles
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car l'aluminium ne complexe pas une quantité suffisante d.e phosphore pour

provoquer des modifications remarquables dans les concentrations sanguines. De

plus, la fonction rénale compense les carences en phosphore par des mécanismes

de réabsorption des éIéments minéraux dans I'urine. Les concentrations

sanguines d.es autres éléments étudiés Mg, K et Na) ne sont pas modifiées par

Ies traitements.

L'ad.dition de citrate plovoque également une augmentation de

l'aluminémie. Au niveau des organes, aucune différence n'a été observée dans Ie

cerveau. Les groupes traités à l'aluminium ont une augmentation de la teneur

aluminique dans les reins, le foie, la rate et I'intestin. Les concentrations

ferriques dans les organes sont également augmentée d.ans les groupes où

l'alimentation a été enrichie en fer. Nous observons que les groupes absorbant de

I'aluminium et d.u fer @e2+) présentent une plus forte accumulation de fer d.ans

les organes que les groupes Fe(II) et Fe(IID ainsi que daluminium par rapport au

gïoupe Al. Les deux métaux faciliteraient donc mutuellement leur absorption

intestinale en stimulant la synthèse de ferritine. Pour les autres éIéments

minéraux étudiés, nous observons peu de variations :

- une diminution de la teneur en phosphore dans le fémur pour le traitement de

10 jours et celui de 60 jours avec addition de citrate, qui en complexant le calcium

plasmatique provoque une déminéralisation du tissu osseux

- une corrélation négative entre les concentrations intestinales en phosphore et

en calcium,
- pas de di-fférence pour les concentrations en magnésium, sodium et potassium.

L'aluminium et le fer agiraient donc de façon synergique pour leur absorption

intestinale réciproque et sur leur accumulation tissulaire.

Lors de ce travail sur I'absorption intestinale de l'aluminium, une réflexion

basée sur certaines propriétés de I'aluminium, et en particulier sur le phosphate

d aluminium a engendré une idée pouvant peut-être trouver sa place dans un

schéma thérapeutique de I'alcoolisme.

Les propriétés du phosphate d'aluminium ayant donné naissance à cette

réflexion sont les suivantes :
- le phosphate d aluminium recouvre les épithéIiums digestifs dune couche

protectrice mécanique qui limite I'absoration des molécules hydrosolubles,

- le phosphate d'aluminium retarde la vidange gastrique par son pouvoir tampon,

- I'aluminium diminue les contractions spontanées de I'intestin, diminuant ainsi

le brassage nécessaire à optimiser l'absorption intestinale,
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- I'aluminium augnente Ia viscosité du mucus sécrété par l'estomac et

augmenterait dautant la couche protectrice de I'épithélium'

Ces observations nous ont conduit à penser que l'ingestion de phosphate

d aluminium pourrait diminuer le passage dans I'organisme d.e l'alcool éthylique.

Des expérimentations chez le rat Wistar par la technique in situ de perfi'rsion

stomacale et intestinale nous ont confirmé cette hypothèse.

Enfin pour terminer ce f1ayeil, je rappelerai ici briévement les principaux

facteurs biologiques influençant I'absorption de l'aluminium par le tractus

digestif"

LA BIODISPONIBILITE ET LA SPECIATION DE LALUMINIUM DANS

LA LUMIERE INTESTINALE :

La digestion est une suite de phénomènes mécaniques et de phénomènes

chimiques qui s'accomplissent parallèlement tout au long du tube digestif.

L'aluminium ingéré par voie orale va donc subir des transformations liées à ces

mécanismes : en général la forme chimique de I'aluminium qui sera absorbée

n'est pas Ia forme ingérée.
.>L'absorption intestinale de I'alurninium dépend des espèces

chimiques.

Au niveau intestinal, la forme complexée la plus stable est la plus

et elle sera donc la plus facilement absorbée.
.+L'absorption intestinale de I'alurninium dépend de la

Pour une même espèce chimique, I'absorption est corréIée avec la

d'aluminium présente du côté muqueux de I'intestin.
.+L'absorption intestinale de I'alurninium dépend de la présence

de chélateurs.

Si les complexes formés entre les complexes organiques et I'a-Luminium sont

absorbés plus facilement que les autres composés d'aluminium, c'est qu'ils ont le

potentiel de se lier à I'aluminium et de faciliter son transport à travers la

barrière intestinale. Ainsi la présence d'autres ions dans la lumière intestinale

affecte la spéciation et la quantité des espèces d'aluminium biodisponibles.
.+L'absorption intestinale de I'alurninium dépend du pH.

Le pH est une variable fondamentale qui influe sur tous les paramètres

précéd.emment cités : les espèces chimiques, les quantités biodisponibles et les

complexes formés avec d'autres ions.

biodisponible

quantité.

concentration
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LA CAPACITE DABSORPTION DES ORGANISMES.
*>L'absorption intestinale de lalsvninium dépend de la

prédisposition de I'organisme.

Lors d.e nos expériences chez Ie rat, nous avons observé qu'il existe, pour une

situation d.onnée (mêmes conditions expérimentales : même concentration en

aluminium, même âge), des variations considérables d'un animal à I'autre. Il

semblerait que certains organismes possèdent une capacité plus grande

d'absorption intestinale que d'autres.

On peut penser qu'il existe également une prédisposition chez certains individus

à absorber I'aluminium : on a constaté que des insuffi.sants rénaux traités par des

gels d'aluminium étaient atteints d'encéphalopathie, alors que d'autres patients

dans les mêmes conditions ne présentaient pas de signes cliniques graves .

.+L'absorption intestinale de I'alurninium dépend de l'âge de

I'organisme.

Les animaux âgés possèdent un potentiel d'absorption de I'aluminium moins

important que Ies jeunes animaux, Iié au degré de maturité de la barrière

intestinale.

LES VOIES DE TRANSPORT DE L'ALUMINIUM.
.+L'absorption intestinale de I'alurninium dêpend du segnent

intestinal.

Le pH et la spéciation interviennent encore à ce niveau. Pour les espèces

chimiques dissociées de I'aluminium, I'absorption intestinale ne peut avoir lieu

qu'à la sortie de I'estomac (pH acide) dans le d.uodénum. Pour les espèces

complexées d.e I'aluminium, I'absorption peut se faire tout au long de I'intestin

grêIe, avec cependant une absorption maximale au niveau du jéjunum.

r+L'absorption intestinale de I'alurninium peut empreinter deux

voies.

Le processus physiologique de I'absorption intestinale inclut :

- une voie de passage intracellulaire : I'aluminium pénètre dans les

entérocytes,
- une voie de passage extracellulaire : I'aluminium n'est pas véhiculé dans

Ies entérocytes. Ce transport a été observé notamment en présence d.e citrate

excéd.entaire et permet un transfert d.'aluminium plus élevé que Ia voie

intracellulaire.
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Il est devenu aujourdhui indispensable de connaître la chimie et les

processus physiologiques de I'absorption de I'aluminium dans le tractus gastro-

intestinal pour pouvoir limiter I'entrée d.e ce métal dans le milieu intérieur. Mais

il est très diffrcile de modéIiser I'absorption de I'aluminium car certains

paramètres, tels que le taux de remplissage de I'estomac, la réponse des

sécrétions gastriques au bol afimentaire ou la présence de cette nourriture dans

I'intestin, ne peuvent que difficilement être contrôlés.
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ABSTRACT

The modification of peristaltic activity in the presence of several
metal ions has been investigated in the rat intestine by the isolated
organ technique. The metals tested modify the intestinal movements:
aluminum, chromium, and yttrium cause a decrease of amplitude,
while iron showed no effect. By use of microscopic techniques, the
presence of yttrium hydroxide was observed in the intestinal tissues.
Iron also appears as a precipitate outside of the intestinal serosal,
which may explain why iron did not modify the peristalt ism.
Chromium and aluminum were not apparent to microscoPe, despite
being detected and quantified in the tissues by means of atomic emis-
sion spectrometer. We conclude that the trivalent ions of these ele-
ments may operate differently on the mechanisms of intestinal
contractions: yttrium precipitates in intercellular spaces, iron precipi-
tates outside the intestines, and chromium and aluminum remain in

*Author to whom all correspondence and reprint requests should be addressed.
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solution and are distributed homogeneously in the smooth intesti-
nal muscle.

Index Entries: Aluminum; chromium; iron; yttrium; precipitate
form; raç intestinal smooth muscle; microscopic studies; atomic emis-
sion spectrometer.

INTRODUCTION

There is little information available regarding the factors that control
and modulate the absorption of nonessential and potentially toxic trace

elements from the gastrointestinal tract. One element of interest is alu-

minum, since orally administered aluminum compounds have been

shown to be toxic, at least in individuals with comPromised renal func-
tions (1-3).Indeed, elevated leveis of aluminum in brain and bone have
been associated with several neurological diseases and osteodystrophic
lesions in hemodialyzed uremic patients G,5).

Attempts to characterrze aluminum behavior in the gastrointestinal
tract have been met with difficulties because a suitable isotope is not
available, and aluminum comPounds form insoluble hydroxides at a

physiological pH (6), which makes the interpretation of in vitro studies
àifficult. It hai been established that several factors influence the intesti-
nal absorption of aluminum compounds including the solubility of the
chemical species involved, compiexation of Al (III) ions with compounds
such as citrate and intraluminal pH (7,8). Other factors, like contact time
between aluminum and villi of the mucosal surface, could affect alu-
minum absorption, since this residence period is directly related to
intestinal movements.

Until now aluminum is an element that does not appear to play a
known role in the normal function of biological systems. The present
work was carried to characterize the influence of aluminum on the peri-
stalt ic activity in the mammalian gut. in addition to aluminum, a num-
ber of others ions-iron, chromium, and yttriurn-have also been
studied. These elements were chosen because they are all tr ivalent
cations and their affinity constants for different molecules are relatively
similar, so comparison of their behavior may help to establish their role
on peristaltic movements in rats.

MT\TERIALS AND METHODS

Reagents
Sodium chloride (NaCl), aluminum trichloride (hexahydrate, AlCl3-

6H2O), yttrium trichloride (hexahydrate, YClg-6HzO), and tartric acid
(C4H6O6) were obtained from Aldrich, France. Sodium hydroxide
(NaOH), potassium chloride (KCl), magnesium chloride (hexahydrate,

Biological Trace Element Research Vol.64, I99B
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MgCl2-6H2O) were obtained from Merck, France. All other chemicals

*Jr" ôUtui.,ua from Prolabo, France. All solutions were made up in ultra-

pure water that was obtained using a Millipore system, model Milli-Q'

Solution PreParation

The solution used for all experiments is known as Tyrode's solution.

Its the composition is 737.0 m,la ruacl,21 mM KCl, 1.0 mM Mg_CI2, 1.5

CaCl2, 0.4 m^4 NaHzPO4, 72.0 mM NaHCOg, 5'5 mM C6H12O6' The

osmoiarity of this solution u'as determined by fre_ezing Point- depression

on an Kt u.r". osmometer model ML. It was 290 mOsm. The pH was

measured at 7.3-7.4.
Solutions containing the metals studied were prepared by iso-osmotic

replacement of NaCl from Tyrode. The incubation media were made of

tt.t mM CaH6O6 and 7.4 mM AlCl3 for aluminum-tartrate: 7.4 mM

CoHsOzNa3 and ({ 7.a rnM FeCl3 for iron (Ill)-citrate, @) 7.4 mM CrCl3

foi Àtotttium (Ili)-citrate, and (c) 7.4 mM YC13 for yttrium-citrate' TLe pH

of these solutions was adjusted by addition of sodium hydroxide, main-

taining the osmolarity was 310 mOsm.

Ani"mals

Male Wistar rats, weighing between 200-280 g (lffa-Credo, France)

maintained with a standarâ laboratory diet (Extra-Labo, France) and tap

water ad libitum, were used for this study. They were kept at 22-23'C

wlth 72/12 lighting cycles.

lsolated Rat Intestine Technique

The animal was anesthetized with a single dose of intraperitoneal

90 mg/kg pentobarbital-sodium (Sanofi santé Animale, France). The

proxiÀal imall intestine \^ras exposed by a midline abdominal incision

ànd the first 3 cm of the distal to the pyloric valve were dissected The

free tissue was immediately rinsed with iso-osmotic Tyrode's soh,rtion

manually stripping the mesentery frorn the intestine.
The inteslit-,e *as then tied r,r'ith two ligatures around the ends. One

end n,as rnounted to the bath cavity arrd the other was connected to a

isotonic transducer (Letica). The bath consisted of a hollow tube fi l led

with 20 mL of Tyrode's solutiorr at 37"C, aerated with a mixture of 95o/"

oxygen-S% carborr dioxide as depicted in Fig. 1, where the solution and

gas flows are indicated by arrows.
The intestinal fragment so fitted was stretched for 30 min at a ten-

sion of L000 mg, and the contractions were registered with a force dis-

placement tranéducer on a Tacussel recorder at a sPeed-30.mm/min.
Taking this as a baseline, the Tyrode's solution was replaced with the iso-

tonic iolution containing the ion to be studied, and the effects on the

peristaltic movements were again registered.
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Fig. 1. Scheme of the apparatus used to measure intestinal contractions in

a bath éolution. Arrows indicate the direction of bath and gas mixture flows.

NIetaI D eter minati.o ns

Ultrafiltration

Ultrafi ltration n'as carried out by means of a Sartorius SM L3239
Centrisart 1 tube with a rupture rrlass of 10 kDa and a Labofuge 200
Heraeus centrifuge. Two millimeters of the solution containing the metal
and Tyrode's solution were poured into each centrifuge tube and
processed at about 3000 g for 30 min. Owing to the centrifugal force, the
small upper tube tends to sink, forcing the liquid to pass through a selec-
tive mass membrane. This operation thus allows the liquid containing
free metal or metal complexed to be collected in the upper tube. The
metal contained in the ultrafiltrate is then assayed by an atomic emission
spectrometer (AES), Spectra Span V Beckman.

Acid Solutions

After the isolated organ experiment was performed, the intestinal tis-
sues were treated with nitric acid (Suprapur, Merck) to dissolve all miner-

TRANSDUCER

SOI ,UTION
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als. The acid solutions were used to establish the metal concentrations by

AES before and after the sample was PrePared for microscopic studies'

Microscopic Studies

For all microscopic studies, the intestinal sections were prepared as

previously described for the isolated organ experiments.

X - rag Microanalgsfs

Transnùssion electron microscope. After the incubation time had

elapsed, the tissue was recovered, cut into small pieces less than 1 mm on

u ,id", and fixed tn 2.5o/o glutaraldehyde buffered at pH 7..4 with cacody-

late for 2 h. The pieces *"-r" then wasl-red in the same buffer during twice

in 1 h, postfixed in L% osmium tetroxide, and dehydrated with ethanol.

Tl-re sections \ /ere embedded in a mixture of epoxy resin (epikote 8L2),

d.od.eceny succinic anhydrous (DDSA), methylnadic anhydrous (NMA),

and tridimethylaminomethylphenol (DMP). Polymerization n'as achieved

at 56"C. Sections were cut on a Reichert Ultracut ultramicrotome to a

thickness of 100 nm. Histological sections were contrasted following stan-

dard procedures with uranyl acetate and Reynolds stain (9). The sections

were ihen analyzed with u., ..t.tgy-dispersive X-ray-microana.lyzer (Edax
pV 9800) attacÉed to a Philips cm 12 transmission electron microscope.

Scaining electron microscàpe. The intestinal fragments rn'ere attached to

aluminum r-t rbt with their serosal side up and were coated with a 0.2-nm-

thick layer of carbon. The different intestinal areas were then microanaiyzed

in a Câmbridge stereoscan 250 electron microscope.using. a PGT- X-tay

energy dispersive spectrometer r.rnder a 30 kV accelerating voltage, a 600 pA

beam current, and à 35o take-off angle. Spectra were recorded from areas of

IZ pmz with a constant ionization size (d-epth: 2 pm). The microscoPe accel-

uru'tlt g voltage, illumination, magnificatiôn, and focus tt'ere standardized

and aiplied io three areas of each intestinal segment experirnented'

lon Microprobe

In the present study fuozen tissues were used. The samples were

obtained bli i,,',,11..sion of pieces of the intestine in OCT solution fol-

lowed by fieezing in liquid nitrogen slush at -210'C. The 3-pm-thick sec-

tions *ér. then obtained with a refrigerated microtome.The samples

were coated with gold and trace amounls of metals were measured with

a modified Cameàa IMS 3F ion microprobe on thin sections of tissues

with a 10 kV O- primary beam, ranging in intensity from 1 to 20 nA and

in diameter from 10 to 50 Pm.

Statistic aI Analgsî's

Results are expressed as the mean t SD. The data were statistically

analyzed using thé Marur-Withney's test 91 the Student's f-test. The sig-

nificance level was set at p < 0.05 or p < 0.01.
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Solution Speciation

The purpose of this study was to determine the extent of solution or
precipitation of several trivalen ions in a bath containing isolated intes-
iine segments. As shown in Fig. 2, the most of the metal remains in solu-
tion as either free- or complexed ions. In the Presence of citrate, the
extent of precipitation was always below to 70"/":0'5,4.3,8.6, and 9'3%
for Cr, Fe, Al, and Y citrate solutions respectively. \Mhen other ligands
like tartric acid were used n'e observed an increase in the percentage of
aluminum hydroxide formed. Indeed, aluminum hydroxide found was
9.3 and 23.7"/", respectively, for the citrate and tartrate solutions. Alu-
minum and phosphorus precipitate and aluminum are not bioavailable
in this form. Wittr citrate, aluminum is in solution in complexed form
and is available. The complexation r,r'ith citrate is stronger than the pre-
cipitation with phosphorus.

Modification of Intesti.nal Contractions

When the metal under study n'as added to the Tyrode's solution, an
increase in the osmolarity \^/as observed from 290 mOsm, despite the
replacement of one part of NaCI from Tyrode solution. However, this
increase of 20 mOsm does not significantly affect the intestinal contrac-
tions. Fig. 3 shows a typical recording for the reference solution.

Aluminum, yttrium, chromium, and iron trivalent ions were chosen
because of their similar charge and general chemical affinities. As seen in
Tabie L and Fig. 4, the contractile activities were modified by the addition
of these metals: the amplitudes decreased significantly corresponding to
73"/o reduction for aluminum citrate ,79"/o for chromium citrate and B7o/o for
yttrium citrate (Mann-Withney's test, p t 0.01). In contrast, yttrium in-
creased the frequerrcy of contractile activity about 39% (Mann-Witlurey's
test, p t 0.01). Aluminum citrate and clrromiurn citrate did not significantly
alter the frequency of reference solution. Iron citrate does not influence the
small intestinai smooth muscle, neither in amplitude nor in frequency.

In order to establish whether the modification in the intestinal move-
ments are actually due to the metal complex and not to the citrate, the iso-
Iated intestine experiment was repeated with aluminum tartrate. The
peristaltic movements were also modified: the amplitude was decreased
significantly by 59% (Mann-Withney's test, p + 0.01), and the frequency
remained unchanged. Using a control solution of sodium tartrate, no
modifications of the intestinal contractions were observed (Table 2).

AES Determination of Nletal
in Intestinal Sections

For all treated groups, the metal concentrations were significantly
different from those used as controls (Student's f-test, p t 0.01). Thus, we
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Fig. 2. Percentage
after ultraf i l trat ion.

of irrsoluble hydroxides in Tyrode's solutiorr at pH 7.a

concluded that the different metals were present in intestinal tissues

(Table 3a). We observed also that the aluminum concentration is greater

in the case of aluminum tartrate than aluminum citrate, by u factor of

about 3. Furthermore, when the first preparation stages for electron

microscopy were carried out, we observed a decrease in the metal quan-

tity contâÉed in tissues (Table 3b). The leakage of metal was more impor-

tant in the case of aluminum tartrate and aluminum citrate solutions,

where the reduction was around 60% and B0% respectively. The extent of

aluminum leaching for aluminum tartrate was about 25%. The smaller

3 0

x  , no  r v
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Fig. 3. Contractions of isolated rat intestine in Tyrode's solution with no

other elements added. The recorder speed is 30 mm/min.

'  i :  r
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Fig. 4. Contraction of isolated rat intestine in a bath containing citrates of
(a) iron, (b) chromium, (c) yttrium, (d) aluminum, and (e) aluminum tartrate.
The recorder speed is 30 mm/min.
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Table 1
Effects of Metals on Intestinal Smooth Muscle Contractionso

51

SOLUTIONS Amplitude
( c m )

Frequency
( contractions / min )

Reference Test

solution solution
Reference

solution

Test

solution

4 .5  ! 2 . rSod.ium chloride

Aluminium citrate

Cbromium citrate

Yttrium citrate

Iron citrate

3 .7  !  1 .4

4 .5  ! 2 .0

3 .1  r  0 .8

4 .3  ! 2 . r

3 .9  t  2 .1

t .2  !  0 .7

0 . 6 1  0 . 3

0 .4  +  0 .1

3 . 1  t  1 . 9

(a)

(a)

(a)

o)
(b)

(b)

33.5 t  2 .9

34.9 !2 .5

36.9 r  r .?

36.212.0 (a ' )

36.0 t  2 .6

33.7 !2 . r

35.4 ! 4.7

41.6 t  6 .6

50.3 r 3.1 (b')

35.0 r  2 .5

aValues represent mean * standard error rvith 10 rats Per treatment group. Values (a)

are significantly different from (b), at p < 0.05, Student's f-test'

Table 2
Effects of Sodium Tartrate and Aluminum Tartrate on Intestinal Smooth

Muscle Contractionsn

SOLUTIONS Amplitude Frequency
( contractions / min )

Reference

solution

Test
solution

Reference

solution

Test
solution

) Metal

3 5 . 6  t  2 . 8 34.4 ! 2.9Sodium

Tartrate

Aluminium

tartrate

5 . 9  t  1 . 9

5 . 4 1  2 . 3  ( a )

2 .5  r  1 ,0

6.3 t 2.1 (b) 35.8  t  3 .4  35 .2  !  2 .2

oValues represent mean * standard error with 10 rats Per treatment 8roup. Values (a)

are significantly different from (b), at p < 0.05, Student's f-test'

reductions obsen,ed \ rere for iron citrate and yttrium citrate, about 20%

and 15% respectively.

Transmission Electron Nlicroscopic
Obseroations

Figure 5 shows the transverse sections of rat duodenum smooth
muscle fibers. In Fig. 5b, we observed an accumulation of yttrium pre-

cipitate in the external muscular layer. This precipitate was solely con-
fiÀed to intracellular spaces of muscular fibers. We also observed similar
structures in some vesicles on the side of cellular membrane: caveolae
intracellulari, Fig. 6. For the other metallic solutions, no evidence of Pre-

Biological Trace Element Research Vol.64, 1998
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Table 3
Concentrations of Metal in Intestinal Fragments using AES Determinationo

A
SOLUTIONS Concentration (pg / g organ)

CrFeAI

Control

Aluminir''.' tartrate

Aluminium citrate

Iron citrate

Chromium citrate

Yttrium citrate

1 .2  t  0 .9

77.4  t  28 .5  *

23.7 t 15.2 *

r 2 .9  ! 3 .2 0.5 t  0 .3 0.4 t  0 .2

70.8  +  16 .6  "

39 .4+ 4 .7  *

413.0 r 82.2 *

B
SOLUTIONS Concentration (Fgl c organ)

\.rFeAI

Control

Aluminium tartrate

Alu:ninium citrate

Iron citrate

Chromium citrate

Yttrium citrate

3 .4  r  1 .8

60.0 t 14.1 *

9.3 + 2.7 *

r7.2 ! 5.8 0.3  r  0 . r 0.4  !  0 .2

57,9  +  15 .8  *

8 .4  t  3 .7  *

351 .6  t  r27 .7  *

A. Concentrations after incubation in isolated organ bath. B. Concentrations after 2

h in glr-rtaraldehyde and 2 l-r in cacodylate's buffer'
oîalues repiesent mean t standaid error with six rats per treatment 8r.ouP. Valttes

n,ith asterisks àre significantly different from control group, at p < 0.01, Student's f-test.

cipitate was found. The histological sections were similar to those

oEserved with the reference micrograPhs (Fig. 5a).
The nature of precipitate was confirmed by scanning the sPectra of the

elements detected at dènse points levels separated by about intercellular
distances (Fig. 4. We proceeded likewise for different intracellular struc-

tures and on control areas (incubation in Tyrode's solution). On all spec-

tra, we observed osmium (Os) used for contrast of sections, coPPer (Cu)

that composed the grid, and chlorine (Cl) that derived from the resin. We

onty deteited metal in ythium sections and in dense points on the outside

of ée[s. The accumulations were so confirmed to be yttrium PreciPitate.

Biological Trace Element Research Vol. 64, 1998
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Fig. 5. Electron micrographs showing
muscle incubated with (a) Tyrode's solution
tion in both cases is 8000x.

the fine structure of rat smooth
and (b) yttrium citrate. Magnifica-

{ , *&

Fig. 6. 60000x magnification of yttrium precipitates in the intercellular

space and in the caveolae intercelullaris (arrows).
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Fig. 7. X-ray EDAX microanalyzer spectra of intestinal areas after incuba-

tion in a solution containing yttrium ions.

Scanning Electron Mi,croscopic Obseroati"ons

All the samples were analyzed with this technique. They were bom-

barded either on the surface of the serosal side or on the transverse sec-

tions. At the bombarding intensity, we can reach the different layers of

intestinal tissues. In the case of yttrium samples, the results previously
obtained with transmission microscopy were confirmed and the X-ray

images showed the presence of yttrium aggreg{es around the intestinal
fragment in the muscular layers (Fig. Ba). The intestinal fragment

plunged into iron solution showed several sites of accumulation on

intesiinal surface (Fig. 8b). These accumulations were localized on the

serosal side. The analysis showed that the accumulations were consti-
tuted by iron (Fig. 9), but no iron precipitate was found inside the tis-

sues. The X-ray images and spectra of the other samples did not shorv
the presence of meials because their concentrations were belort' the

detection limits.

Ion Microprobe Results

The spectra obtained did not allow us to reach a conclusion regardrng
the presence of metals, except for the yttrium sections. Therefore, the Al
and Cr samples might have aggregates of metal inside or outside of the
organ. Howèver, as established by the AES, metals were present in the tis-
sues, although this was not confirmed by microscopy.

Lr summary, our results indicate that yttrium was deposited as an
insoluble precipitate in intercellular spaces of the intestinal muscular lay-
ers; iron stayed and precipitated outside of the serosal barrier, while alu-
minum and chromium entered the intestinal tissue remaining in a
soluble and, therefore, undetectable form by microscopic sfudies.

Biologîcal Trace Element Research VoL64, 1998
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Fig. 8. X-ray images of (a) yttrium and (b) iron in rat intestines after incu-

bation in solutions containing these ions.

Fig. 9. Typical X-ray spectra
serosal side of rat intestine.
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DISCUSSION

The results presented for the ultrafiltration technique suggest that

the metal ions dre complexed urder the conditions of the study. The

metal ions tested were côordinated to citrate or tartrate; otherwise, in its

cationic form, these species would not remain in solution .at- pH 7 '4'

Indeed in the range around neutral pH or in the Presence of phosphate

ions contained in fyrode's solution, the metal most certainly forms insol-

uble precipita tes, thus becoming physiolo gic-ally .inactive.
É-, tnii work, we have established that for aluminum the complexa-

tion capacity is maximum for citrate when compared to tartrate. This

result was ônfirmed by AES determination of aluminum concentration

in the intestinal fragments following incubation in aluminum-containing

solutions. The ratJ of aluminum eliminated in the fixation's baths is

greater for aluminum citrate solution than for aluminum tartrate. We

Sbserved also that the quantity of aluminum found in intestinal frag-

ments is greater in the case of aluminum tartrate.
Simiiâr results were obtained for the other metal: the metals with the

Iower affinity for citrate are the lower loss during the _fixation stages'

Such was thé case of the yttrium solution. In contrast, chromium easily

formed a citrate complex and was eliminated more readily. Generally

speaking, we can conJider that complexes that are more stable are better

rttltud ù U. transported across tissue membranes. If such is the case,

these molecules will not easily dissociate, thus avoiding the formation of

insoluble metal salt precipitates in the intestinal tissues.
This study has âbo proved, by the in vitro organ isolated technique,

that some metals have the capacily to alter intestinal spontaneous contrac-

tions. This effect is reversible, after the intestinal peristaltism is increased

by the action of metal ions, the standard contractile activify, i.e., the- activ-

iry measured as a base line, is recovered after rinsing in- Tyrode's solution.

Tirerefore, this effect is reversible. Our results indicate that yttrium reduce

the intestinal smooth muscle contractility in the rat. The images and sPec-

tra obtained by rnicroscopy show that this decrease is due to the Presence
of yttrium precipitate in intercellular spaces. Accumulation of yttrium was

abô found- in membrane vesicles with uncertain physiological function:

cayeolae intracellulares (9). Caveolae have been often studied in vascular

endothelia, where it seem that caveolae can sequester membrane bound

ligands away from the extracellular space and facilitate their delivery to

tÈe cytoplasm of the cell. This process is called potocytosis (L0,11). Thus,
yttrium could modify intestinal contractions by inhibiting the potocytosis
p.o..ss, and this inhibition spared many molecule required for metabolism
io penehate in the cells. Until the molecules carried by potocytosis_process
ure .rnknown and this explanation is a hypothesis unverified. We show

that the rate of yttrium eliminated by the fixation stages is the lower, this
is not in contradiction with our observation: yttrium precipitates in mus-
cular tissues, and is eliminated with difficulty.
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Concerning iron, we observed some accumulation of metal outside

the intestinal serosal. Iron did not go through the tissue barrier, or, if it

did, it was in very small amounts. this may why explain why iron had

no modifying effect on peristaltism. Iron carriers are located on the

mucosal sidJuro.tnd the ïitti. The quantity of iron measured in tissues

bv AES is about the same concentralion found under stable physiologi-

câl conditions. The iron concentration so determined was not due to

excess of metal brought about by the incubation bath. We observed few

losses of iron duringihe fixation;s stages, indicated that iron was already

incorporated into cellular structures.
Éor aluminum and chromium, a decrease in the amplitude of peri-

staltic movements was observed. However, any precipitate containing

these elements was found in tissues. The AES determinations give us a

net concentration of these elements but cannot accurately give us the

localization of the metal. We can advance the hypothesis that these met-

als have similar action mechanisms. In the regulation of smooth muscle

contraction (Fig. L0), we indicate that the intestinal movements are kept

down by calcirm, AMP cyclic, and the hydrolysis of ATP. Both alu-

minum ând chromium ions could interact with phosphorylated com-

pounds. If they are bound to othei biological ligands, the metal could be

iro*og"n.o.trfy distributed hence interfere at different levels in the

mechinis^s gôrr"tning muscular contractions, as demonstrated in our

experiments on aluminum and chromium citrates.
Among the effects associated with an aluminum intake, a change-in

mineral *àtubolirm has been reported. Aluminum interacts with mole-

cules commonly found in biological systems, such as phosphate. Several

investigators hâve demonstrated that the large oral doses of aluminum

depresi phosphorus absorption in humans (13-17) and laboratory animals
(78,19. În faèt, aluminum salts are used to treat hyperphosphatemia in

renal patients because aluminum greatly reduces phosphorus absorption

by foiming insoluble complexes with phosphates in the gut (20). Also,

aiuminum binds to intracellular phosphate ligands. The stability constant

have been determined for Al3* binding to adenosiue S'-nucleotides (21).

The strongest stabil ity constants concern ATP and ADP, where chela-

tion occurs.
Chromium may present us with a similar situation. The solubil ity

constant for chromium phosphate 1t 19-zz'6 (for aluminum it is about

10-2e). Aluminum and chrômium could also interact on calcium

exchanges required to activate the kinase protein after the formation of

Ca2*-cal-moduÎin complex. Calcium comes either from intracellular

organella (endoplasmii reticulum) or from extracellular systems by dif-

fuàion across thè calcium channel. It was demonstrated that aluminum

and. calcium were in competition in the mechanisms of intestinal absorP-

tion across epithelium QI,22). A similar situation may be occurring with

ionic exchanges in muscular fibers. Authors have also shown that the fix-

ation of aluÀinum on calmodulin modify the configuration of calcium-

Biological Trace Element Research Vol. 64, 1998
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KINASE PROTEIN
INACTIVE

MYOSIN
KINASE

MYOSIN K INASE
BIND \VITH

Ca** -  CALM0DULINE
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| .-- llrtæc <- ATP

l r
Y

KINASE PROTEIN
ACTIVE

ATP + ADP

Fig. 10. Diagram of the regulation of smooth muscle contractile activity.

binding sites and inhibit the activitf of Caz+-calmodulin complex (24).\Ne

have sho*., that metallic ions can modify the mechanisms and the reg-

ulation of the muscular contractions at different levels. This was not

detectable with standard or electronic microscopy techniques used in this

study. Consequently, the explanations given in this PaPer are hypotheses
that will subsequently be the focus of future studies.
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ABSTRACT
In the present investigation the deposition of aluminum in intestinal fragment

and the appearance in blood were studied in a perfused, rat intestine in situ

during one hour with several aluminum forms (16 mM. We observed that

aluminum absorption was positively correlated with the theoretic affinity of

al,uminum and the functional groups of the chelating agent. The absorption of

aLuminum after ingestion of organic compounds is more important than after

ingestion of mineral compound.s, with the following ord.er: Al citrate > Al tartrate,

Al gluconate, All lactate > Al glutamate, Al chloride, Al sulfate, Al nitrate-

Absorption d.epends on the nature of the ligands associated with the Ale* ion in

the gastrointestinal fluid. Higher the aluminum retention in intestinal fragment,

lower was the absorption and appearance in blood. However, the higher

aluminum concentration is always in the jejunal fragment because of the

influence of pH variation on this fragment. Another objective of the present study

was to determine the influence of several parameters on aluminum citrate

absorption: with or without 0.1 mmol DNP/I, with aluminum concentration from

3.2, 16, 32, 48, to 64 mmolll, media containing 0, 3, or 6 mmol CalI, with or

without phosphorus or glucose. It is concluded that aluminum is absorbed from

the gastrointestinal tract by: (1) paracellular energy-independent and non

saturable route, mainly used for high aluminum concentration which is modified

by extracellular calcium; and (2) a transcellular and saturable route, the

aluminum level was not modified with enhancement of aluminum quantity in

intestinal lumen. This pathway can be similar with calcium transfer through the

intestine, and is energy-d.ependent because of a decrease of aluminum absorption

which follows the removal of glucose and phosphorus.
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INTRODUCTION
Aluminum is an ubiquitous element, which is naturally present or

anthropogenetically introd.uced in our environment. It has unknown biological or

biochemical functions but the gastrointestinal absorption of aluminum has been

clearly demonstrated (1, 2).It is now generally accepted that aluminum is the

toxic etiologic factor in several dialysis-related diseases (dialysis encephalopathy,

osteomalacia, microcytic anaemia) and. plays a possible role in various other

disord.ers (Alzheimer's disease, amyotrophic lateral sclerosis) (3 -6)'

Studies in humans and animals have shown different elevated serum aluminum

concentrations after repeated. oral consumption of various aluminum forms,

which suggests differences in oral bioavailability (7-10). It has also been observed

that ingestion of aluminum compounds with fruit juices or citric acid, causes a

clear increase in gastrointestinal absorption of aluminum in healthy subjects (11,

t2) orin patients with chronic renal failure (13). This result suggests that dietary

factors and. the aluminum form in the intestinal lumen may significantly

contribute to modify aluminum absorption.

Since aluminum-containing chemicals are widely used in medicine, food additives

and cosmetics, and. are also ad.ded to tap water in some areas as a flocculating

agent during the water purification process, it is important to study factors that

might increase the absorption of aluminum across the gastrointestinal barrier-

In the present study, we used an in situ rat gut technique to evaluate the

potential of aluminum absorption from different chemical aluminum species.

Eight forms of aluminum were assessed for their oral bioavailability; three of

them were inorganic and five were organic ones. All forms rvere soluble in water.

We also modified some of the conditions influencing the intestinal absorption of

aLuminum:
- The contact time between aluminum and intestinal wall.

- An uncoupler of oxidative phosphorylation, DNP, was used to determine the

energy d.ependence of aluminum uptake at the Iuminal surface.

- Using one solution, aluminum citrate, we observed absorption of various metal

concentrations.
- Different elements of the buffered media were removed from intestinal lumen

in order to establish their importance.
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METHODS
Reagents
sodium chloride (NaCI), potassium chloride (Kcl), aluminum trichloride

(hexahydrate, AICI3-6HzO), gluconic acid (caHnozNa), tartric acid (caHooo),

glutamic acid (monohydrate, csHsNOa) and 2,4-dinitrophenol (caHaNzOs) were

obtained from Aldrich, France. Magnesium chloride (oexahydrate, MBCI-6HzO)

was obtained. from Merck, France. All other chemical prod.ucts like calcium

chloride(cacIz), sodium phosphate monobasic (dihydrate, NaHzPO+-2HzO),

glucose (CoHrzOo), sodium bicarbonate (NaHCOs), aluminum sulfate

(tetradecahydrate, orzsaAlz-14HzO), aluminum nitrate (nonahydrate, NsOsAl-

gHzO), a.Luminum lactate (AlcsHrsos) and. trisodium citrate (dihydrate,

CaHsNaeO r1:fizO) were obtained from Prolabo, France. AII solutions were made

in ultra-pure water which was obtained by means of a Millipore system, model

MILLI-Q.

Solution preporation
The solution used. for atl experiments is known as Tyrode's solution. Its

composition is 137.0 mM NaCI,2.7 mM KCl, 1.0 mM MgCL2, l-5 mM CaCl2,0.4

mM NaH 2PO4,12.0 mM NaHCO3 and 5.5 mM c6Hl ZoA . The osmolarity of this

solution was d,etermined. by freezing point depression on an KNAUER osmometer

model ML. It was 290 mosm. The pH rffas measured at 7.3 - 7.4.

Solutions containing aluminum were prepared by iso-osmotic replacement of

NaCl from Tyrode. Aluminum concentration was selected to represent the

amount of aluminum estimated to be in the diet (0.16 to 1.6 mmol of equivalent

aluminum) (14). We used the smaller aluminum concentration of 0.16 mmol (or

4.82 1tg Al). The rate of perfusion was 10 ml/h during an incubation time of 60

minutes, so 10 ml of aluminum's solution was perfused. For a quantity in contact

with the intestine about 0.16 mmol Al, the aluminum concentration would be

1.6x10-2 M. Furthermore, the concentration of aluminum used. must be

suffi.ciently high for the observation of a measuring passage in the blood. The pH

of the solutions was adjusted to 4.0 by adùition of sodium hydroxide or chlorid

acid, maintaining the osmolarity at 310 mOsm.

Then, for many experiments, rÀ/e added 10-4 M of dinitrophenol (DNP) in

aluminum solutions, according to the studies of Feinroth et al- (I7).

Anirnals
Male Wistar rats, weighing between 200 and 280 g Qffa-Credo, France)

maintained with a standard laboratory diet @xtra-Labo, France) and tap water
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ad, tibitum, were used for this study. They were kept at 22 - 23c \\rith 12 | L2

Iighting cycles.

Perfusion of rat snxnll intestine
The in situ rat gut technique was based on that described by Doluisio et al- (18)-

The animal was fasted overnight with access to water before starting of a

perfusion experiment. Then the rat was anesthetized with a single

intraperitoneal dose of 80 mg/kg sodium pentobarbital (sanofi santé Animale,

France). Throughout the experiment, an overhead lamp and a cushion

maintained the constant body temperature to 37'C'

After a small midline abdominal incision, the proximal small intestine was

exposed. with keeping complete mesenteric system intact. The intestine was cut

and cannulated. with polyethylene tubing (Biotrol pharma, France), the proximal

cannula was located. at the duodenum (distal to the pyloric valve) and' the distal

cannula above the coecum. The perfusion medium was kept at 37'c and

circulated through polyethylene tubes with an infusion syringe pump (model A-

99, Razel Scientific Instrument, USA). The intestinal segment was then returned

to the peritoneal cavity and the abdominal opening was closed with sutures and

kept warm and wet by application of warm saline (37'C) to gauze pad covering

the incision.

The rat intestine was then cleaned by perfusion w.ith Tyrod.e's solution at rate of

100 ml/h during 15 minutes. At the same rate, perfusion-containing aluminum

followed., during 5 minutes, to pre-incubate the luminal surface with the

treatment. The perfusion period with aluminum was then started (rate 10 ml/h)

during 15, 30 or 60 minutes. In a second part, we modified the aluminum

concentration (3.2 mM, 16 mM, 32 mM, 48 mM or 64 mM) or the concentration

of other factors like calcium (0 mM, 1.5 mM, 3 mM or 6 mM CaCIz), phosphorus

(0 mM or 0.4 mM NaHzPOa) and. glucose (0 mM or 5.5 mM CaHrzOs).

After the incubation time, blood was sampled by heart puncture in heparinized

syringe (sodium heparin 5000 UI / ml, Panpharma, France)'

At the end. of each experiment, the intestine was recovered and cut into 3

segments i.e.; duodenal (0-8 cm distal to pyloric sphincter), jejunal (15 cm distally

from the ligament of Treitz) and ileal (15 cm proximally the ileocecal valve). The

free tissues were immediately rinsetl with iso-osmotic Tyrod'e's solution, the

mesentery was manually stripped from intestine, and then was weighed'

Metal deterrruinations
Ultrafrltration. Ultrafiltration was carried out by means of a SARTORIUS SM

IBZB9 Centrisart I tube with a rupture mass of 10000 Daltons and a Labofuge

200 HERAEUS centrifuge. Two ml of the solution containing the metal and
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Tyrode's solution rwere poured into each the centrifuge tube and processed at

about 8000 g for 30 minutes. Owing to the centrifugal force, the small upper tube

tends to sink, forcing the liquid to pass through a selective mass membrane. This

operation thus allows the liquid. containing free metal or metal complexed to be

collected. in the upper tube. The metal contained in the ultrafiltrate is then

assayed by an atomic emission spectrometer (AES), Spectra Span V, BECKMAN'

Intestinal segments. After the intestinal perfusion experiment was performed,

the intestinat tissues were treated with nitric acid (Suprapur, MERCK) to

dissolve every mineral. The acidic solutions were used to establish the aLuminum

concentrations in various intestinal fragments by assaying with the AES-

Blood sarnples. Blood samples were centri-firged at 3000 g during 3 minutes.

The plasma was transfered to another tube and. frozen at 4"C for Iater analysis

by AES.

Statistical analysis
Results are expressed by mean + SD. The data were statistically analyzed. using

unpaired. Stud.ent's t-test, paired Student's t-test or factorial ANOVA with

posteriori Fisher's PLSD test d.epending on the nature of the experiment- A 0-05

Ievel of probabiJity was used as the criterion of significance.
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RESULTS
Solution speciation.
The aim of this stud,y was to determine the extent of solution or precipitation of

several aluminum compounds used for the perfusate'

As shown in figure 1, the majority of metal remains in solution either as the free

or complexed ions. In acidic conditions , pH 4, and in presence of ligands, soluble

a-luminum compound.s are the predominant species. The extent of precipitation

was always below 7 o/o, tro precipitate for Al citrate, Al chloride, Al nitrate, Al

sulfate, Al tartrate, 1.8 o/o,2.0 o/o and.7.O % for Al lactate, Al gluconate and Al

glutamate, resP ectivelY.

At pH 4, aLuminum is soluble and bioavailable, consequently aluminum

absorption is theoretically possible.

Intestinal retention of aluminum.
The concentrations of aluminum in d.uodenum, jejunum and ileum of control and

aluminum solutions - perfused rats are show in table 1'

Influence of solutions containing aluminum. For duodenum, the highest

a-l.uminum level was found for Al nitrate (about 220 1tg Al/g organ), followed by Al

chloride, Al sulfate, AI lactate and. AI glutamate with a decrease of 35 % rI

aluminum concentration. No significant differences between Al citrate, Al

gluconate, AI tartrate and controls were noted and aluminum levels were around'

10 ps AI/g organ. Every time, we observed the same variations.

Five solutions ind.uced. high retention of aluminum in jejunum and could be

graded in descending order: Al nitrate (350 pS AUg organ), Al chloride (250 pg

AI/g organ), Al lactate and AI glutamate (about 210 pg AI/g organ) and then Al

sulfate 1b5 pg AI/g organ). Whereas Al citrate, Al gluconate, Al tartrate were not

different from control according to the results obtained with duodenum.

In ileum, we observed that Al sulfate, AI tartrate, Al gluconate and control are

significantly different from the other solutions. Perfusions with Æ nitrate, AI

citrate and AI glutamate had a little increase in the retention of aluminum in the

distal segment of intestine (about 25 tt1 Al/g organ). Al lactate and Al chloride

had. greater concentration of aluminum in this segment (about 100 pg Al/g

organ).

Figure 2 (a) summarize the difference between the various solutions.

Influence of intestinal segments. The findings displayed in table 1 extend the

retention of aluminum in the three intestinal segments of the rats. Consid-ering

one solution, the observations are the same at every incubation time.

Two gtoups of aluminum solutions were characterized':
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(1) the mineral solutions of aluminum and Al glutamate- The ileal

aluminum concentration was significantly lower than the other segments (Paired

t-test, P

duod.enum, except the concentration of Al sulfate, which was not significantly

different between duodenum and jejunum'

(2) the other solutions : organic solutions and control. There was not much

difference between the intestinal fragments. Aluminum retention in ileum was

equal to the other fragments for AI citrate, Al tartrate, AI lactate and' Al

gluconate, or ileum retained less aluminum for Al lactate, AI gluconate and

control. The aluminum concentrations dosed in intestine were very small

regarding the first group holding up above, except Al lactate' However, if one

proximal segment of intestine retained more total aluminum than the others' it

was also the jejunum (Al lactate).

In summary (figure 2 (b)), more intestinal segment retained aluminum, more the

differences between the various fragments were signif.cative- The higher

a-Iuminum concentration was obtained for jejunum, following by duodenum and

by ileum. IJnIike, we observed in solutions with less aluminum retention, a

decrease in the difference between each intestinal fragment.

Influence of time incubation. There was a little difference in aluminum

retention from contact time between aluminum solution and. intestinal barrier.

AI citrate showed a d.ecrease of aluminum retention in intestine after 60 minutes

in comparison with the other times. This decrease changed. from organ to organ

between b0 and 60 %. With Al chloride for ileal aluminum retention, we observed

also a decrease of 75 % at 30 and 60 minutes in comparison with aluminum

retention at 15 minutes.

Even when the contact time is longer, we observed an increase in the aluminum

retention for Al tartrate in duodenum and jejunum (28 o/o) for Al gluconate in

duodenum and. ileum (48 o/o and. 47 % respectively), and for Al lactate and Al

glutamate in ileum (43 % and ?3 % respectively).

We also observed in plasma an enhancement of aluminum level with the

incubation time and a maximum of transfer at 60 minutes for Al lactate (+ 35 %),

Al gluconate (+ 88 o/ù and Al tartrate (+ 48 %). For Al sulfate and AI nitrate, we

showed a peak in absorption after an incubation of 30 minutes, about

respective1y + 12 % and.+ 16 yo,however the absorption was less important. With

Æ citrate, Al chloride and AI glutamate no significant difference was observed.

Appearance of aluminurn in plasrna
Figure 3 illustrates the plasma concentration

afuminum absorption was affected by the solution

curves. We observed that

in the perfusate. In anY case,
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the appearance of aluminum in blood was significantly higher with a perfusion of

Æ citrate (0.05 < P < 0.0001) as compared. to the other solutions except Al

tartrate at 30 minutes (NS).

At lb minutes the blood levels of aluminum \Mas also significantly different from

control for Al gluconate and AI lactate (P

concentration was higher than the aLuminum level found. in the control of

plasma.

When incubation

and Al gluconate

Al tartrate with

0.0001).

With a perfusion of 60 minutes, we observed the clear di-fference between

solutions so we could distinguish three signifi.cantly different groups:

(1) Al citrate,

(2) Al gluconate, Al tartrate, Al lactate,

(3) Al chloride, Al nitrate, AI sulfate, Al glutamate, and. control.

With a perfusion of 60 minutes, the Al forms used for the perfusate significantly

affected the aluminum absorption and its appearance in blood, when the

aluminum levels in plasma were less different with a reduced incubation time.

For this reason, all the following experiments were realized with an incubation

period of 60 minutes.

Effects of DIIP
The results are demonstrated. in figure 4.

After perfusion of aluminum solutions containing 0.01 mmol/l DNP, we observed

a decrease of aluminum retention in intestinal fragments for severaL solutions;

82 o/o in d,uodenum for Al citrate e<0.05), respectively 62 o/o and' 43 % in jejunum

for Al sulfate and. Al nitrate (P<0.05), 94% inileum for Al lactate (P<0.0001) and

respectively 4l % and.89 % in duod,enum and ileum for Al glutamate G<0.005).

However, no signifi.cant differences in aluminum plasma concentration was

observed for these solutions.

time was twofold increased (30 minutes) Æ citrate, Al lactate

still showed. an marked aluminum absorption in addition w"ith

an increase and a significant difference from controls @ <

For control solution, Al chloride,

significant modification between

absorption or aluminum retention.

Effects of alurninum concentration and
intestinal absorption of aluminurn' citrate.

dietary factors on

We chose aluminum citrate in the following experiments because the aluminum

absorption across the intestine and appearance in blood is generally higher with

this solution (figure 3).

Al tartrate and AI gluconate, there was no

groups with or without DNP in aluminum
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The comparisons were realized with gfoup 3 - reference with complete Tyrod'e's

solution and 16 mmol AIA - for each experiment from B to E' However'

aluminum levels were always found. to be higher in group 2 to 12 @ < 0'0001 for

plasma and intestinal fragments) in comparison to the control solution (group 1).

Effect of aluminum concentration and DNP. The blood levels of aluminum,

in agreement with the intestinal uptake levels, v/ere affected by increased

aluminum citrate concentrations in perfusate. Concerning the aluminum

retention in duodenum, all the aluminum values were significantly different

(0.05 < P < 0.0001). The aluminum retention in jejunal fragment was not

significantly different rvith the presence of 16 or 32 mmol Al/I (group 3 and 4)'

Mean aluminum retention from all other groups were significantly different (0.01

< P < 0.0001). A significantly rank of the means (0.05 < P < 0.0001) for aluminum

uptake by the ileal fragment has the following ord'er:

group I < groups 2, 3 and. 4 < groups 5 and 6. A particular interest is the

variations observed. for aluminum plasma values. There was no di-fference

between gïoups B, 4 and b. The trend. for the aluminum absorption in blood from

the various concentrations of aluminum in perfusate was as follows: group 1 <

group 2 < groups 3, 4 and. 5 < group 6 (0.05 < P < 0.0001). when the aluminum

concentration contained in perfusate was the highest (group 6:64 mmol Al/I), the

aluminum values observed in plasma were very variable from one rat to another

(from lgl.b pg Al/t to 1797 pg AVI for rats in the group 6). It seems that the

aluminum absorption became random for the rat, may be corresponding to a little

injury in intestinal membrane, which has an effect on cellular integrity. If we

rule out group 6 values, the highest ones seem to be slowly reached for the

passage of aluminum in blood; indeed there \À/as no signifi.cant difference between

the groups 3, 4 and 5.
previously, we observed that addition of DNP in perfusat, reduced significantly

the aluminum concentrations in duod.enum for the group 3. When we proceeded

by the same way with group 4, no modification ïvas observed for the uptake of

aluminum (no significant difference vrith or without DNP for a perfusion of 32

mmol AliI).

Effect of calcium. The accumulation of aluminum in intestinal fragment was

not affected by increasing calcium concentrations in the perfusate. However,

btood levels were red.uced about 50 % after perfusion with 3 and 6 mmol Ca I I

(0.05<P<0.005, groups 9, 10 compared to 3).

Without calcium in perfusate, a reduction of around 50 o/o of the aluminum levels

measured in d.uod.enum, was observed (P < 0.01, Broup 8 compared to 3) antl

there was no significant effect for jejunum and ileum. Furthermore, a significant
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effect was found for aluminum appearance in plasma. Aluminum plasma level in

group 3 was approximately twofold higher than in group 8 receiving a perfusion

vrithout calcium (P < 0.005).

There .\Â/as a significant effect for both experiments, either an increase or a

decrease of calcium concentration in Tyrode's solution which caused a decrease of

aluminum Ievel in plasma with the same magnitude (0.05 < P < 0.005). The

group 3 (reference) always had the highest level of aluminum.

The aluminum levels found in the intestine or in the blood \Mere significantly

higher than in the control group (group 1) without aluminum contained in

perfusate.

Effect of phosphorus. In experiment D, phosphorus was removed from

intestinal lumen and results were compared with group 3'

As depicted in Table 2, a significant decrease in aluminum concentration i.e., P <

0.0001 for plasma and P < 0.05 for duodenum and jejunum is resulted in group

1l which received. the Tyrode's solution containing 16 mmol Æn - but not

phosphorus. It appears that the aluminum concentrations were reduced in

plasma about 60 oÂ, while in duod,enum and jejunum had a mean decrease of 38

o/o-The aluminum level in ileum was not significantly different.

Effect of glucose. In experiment E, we took away glucose from Tyrode's

solution. We observed a significant d.ecrease in aluminum concentration for

duod,enum (P < 0.005) and plasma (P < 0.05) for group 11 compared with group 3.

No difference appeared for jejunum and ileum. Aluminum level in blood was

reduced about 42 o/o while aluminum accumulation in duodenum was about 55 %-
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DISCUSSION
The objectives of the present stud'y wele to compare several parameters which

could moffi the intestinal absorption of aluminum, using the experimental

technique of intestinal perfi,rsion with healthy rats. Several factors may influence

aluminum absorbed. across the intestinal barrier, but the key factor for

al.uminum intoxication is its bioavailability. Aluminum may be found in colloidal

form or as soluble complexes subsequent to reactions with chelating agents.

First of all, we verified the ultrafiltrability of different aluminum solutions used

for the present study in tyrode's buffer at pH 4'

Every aluminum form maintained about 100 o/o ultrafiltrability, therefore,

aluminum was soluble and bioavailable in all solutions. The variations in

intestinal absorption v/ere the inference from the chemical complex formed

between aLuminum and. Iigand. molecule. Since all aluminum present in the

diÊferent solutions were soluble, aluminum across the intestinal membrane v/as

theoretically possible.

Role of aluminum solution. The aluminum levels in various intestinal

fragments were moclified according to the tested aLuminum form- We also

observed. in duodenum and jejunum, the same distribution of aLuminum retention

i.e., AI nitrate > Al chloride, Al lactate, Al glutamate, Al sulfate > Al citrate, Al

gluconate, AI tartrate. In ileal segment, the rank was different in comparison

with proximal intestine i.e., Al lactate, Al chloride > AI nitrate, Al citrate, Al

glutamate > AI sulfate, AI gluconate, Al tartrate. The aluminum absorption was

aLso, and especially, an indication of the appearance of aluminum in blood. We

observed that the highest level of aluminum rù/as aluminum citrate according to

many studies about this aluminum form (12, 14, t9-25)- The order of the

aluminum level in plasma after 60 minutes of perfusion was as follows: Al citrate

> AI tartrate, Al gluconate, AI lactate > Al chloride, Al sulfate, AI glutamate, Al

nitrate. As depicted in table 3, we observed that the appearance of aluminum in

the plasma was negatively correlated with the amount of aluminum retained by

the intestine. In other words, the more aluminum was retained by the mucosa,

the less it appeared in the blood. This observation was confrrmed by Van der Voet

(ZG). We found. that the intestinal tract poorly absorbed the inorganic compounds

of aluminum, except aluminum glutamate, even when the organic compounds of

aluminum passed easily through the intestinal barrier. Further experimental

works showed. that some acids like ascorbic acid, lactic acid, oxalic acid and other

ones assisted the intestinal absorption of aluminum (8, 9, 10).
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When we observed the molecular compound. of aluminum complexes, we could

establish an ord.er of size based on affinity between organic and inorganic

molecules and metal. Therefore we have established. a rank order based on

substitution functions. Aluminum preferentially forms complexes with organic

molecules with functional gloups like carboxylic -COOH, hydroxyl -OH' or

amino -NHz. Thus, within the same molecule, the quantity of group susceptible

to bind with aluminum could have an influence on the capacity of formation for

more or less stable complexes between acids and aluminum. Therefore, with

comparison with the different formulas of compound.s tested and their functional

groups, we could establish theoretical order for the chelating action of organic

acids (Table 4).

The better chelator of aluminum ïr/as the citric acid with three carboxylate and

one hydroxyl group. Tartric and gluconic acids also showed interesting binding

capacities \,\rith aluminum, but lower than citric acid. It was difÊcult to

ùi-fferentiate them because tartric acid owned two carboxylate and hydroxyl

functionalities, when gluconic acid presented one carboxylate and five hydroxyl

functionalities. We didn't know which group got the higher affinity with

aluminum, so we couldn't differentiate these two acids. Lactic acid, with one

hydroxyl and one carboxylate funtion, was classified afterwards. Concerning

glutamic acid, we had two carboxylate and one nitrogenous function. However,

with experimental pH, the -NHz functional group was in forms of -NHs* (pKa =

9.6T) without complexe capacity. After complexes formed with organic acids,

aluminum had an affinity with some mineral molecule. Thus chloride and. sulfate

present complexed characters although relatively averaged with aluminum, in

opposition with nitrate which is known for no complexing action with metallic

cations.

So we remarked that aluminum absorption was positively correlated with the

molecular affrnity between aluminum and its ligand. Organic molecules were

those vrith the higher afÊnity with aluminum because they have functional group

-COO-, -OH and -NHz. These molecules also have the higher crossing in blood

circulation and. the lower level of retention in intestine. There was AI citrate with

the better absorption, then Al tartrate, AI gluconate, Al lactate and Al glutamate.

The lower absorption of aluminum was with inorganic compounds; Al sulfate and

Al chloride, then Al nitrate had. lots of difficulties to cross the intestinal barrier

and had the lower absorption from all tested solutions. Consequently, more the

complexe is stable, more the intestinal absorption is high because aluminum

stays in soluble form. Even when an instable complexe facilitates the formation

of aluminum precipitate on aluminum phosphate, carbonate or hydroxide forms-
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When aluminum precipitate was formed, the crossing of biological membrane

became impossible and, the metal was accumulated in the same place' Therefore,

in this case a little quantity of aluminum was observed in plasma and values in

intestine were verY high-

Role of intestinal segments. The results of this study indicate that AI chloride,

Al nitrate, AI sulfatê, Æ glutamate and Al lactate induce a di-fferent distribution

of aluminum according to the intestinal fragments. Ind.eed, and under any

incubation time, the d.ecreasing ord'er was as follows: jejunum> duodenum>

ileum. For the other solutions, Al citrate, Al tartrate and Al gluconate, with a

higher aluminum absorption and a lower accumulation in the mucosa, the

difference between intestinal segments was minor'

We know that one important factor for aluminum absorption was the chemical

form, and then, speciation was governed by pH. Van d'er Voet (27) showed that

aluminum absorption is pH-depend.ent. One important aspect of the

gastrointestinal tract in relation with the uptake of aluminum is its change in

pH. Thus in d.uodenum, pH is acid (from 2 to 3 in the proximal fragment of

intestine) and aluminum is on a A1(IIzO)03* soluble form in which aluminum is

available for complexation and possible absorption. For this reason, some authors

showed, that the majority of aluminum absorption was in stomach or in

d.uodenum (ZB,2g). The pH increases progressively from distal duodenum (ï\rith

intake of biliary and pancreatic secretions) to 3 to 8 in the distal ileum.

Aluminum insoluble compounds are locally formed by the enhancement of pH-

This phenomenon explained the increase of aluminum accumulation in jejunum.

This results agree with Feinroth et al. (17). In the end of small intestine,

aluminum accumulation was lower, due to the highest quantity of aluminum,

which was previously used. in insoluble aggregate or in transepithelial

absorption. This result aglee with the works of Partridge et al. (30).

More the studied compounds are highly soluble over a wide range of pH, Iike Al

citrate, compared. to other aluminum compounds, more the chelating agent may

facilitate aluminum absorption via a direct effect on cellular transport

mechanisms (31). To summaize at pH 4, as it was at the end of duodenum,

aluminum was liable to stay on cationic state on Æ(IIzO)e3* form. The metal

could. stay in solution without precipitation and this even rvith lack of complexing

agent, aluminum was bioavailable.

In jejunum and ileum, pH was nearly drawn to neutrality. Tartric, lactic and

gluconic acid.s .$/ere on chemical forms of tartrate, lactate and gluconate for 99 %

or more. Citric acid had two functions on -COO-state and the third function with

pKa = G.B9 was for 80 Vo on-COO' and for 20 % on -COOH form. \ryith glutamic
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acid., carboxylic functions were deprotoned (on -coo' form) and nitrogenous

group was in non-complexing -NHe* form'

Thus, except glutamic acid, there was no influence of pH on complexing capacity

for the various tested acids.

Role of incubation time. In two solutions, we observed a decrease of aluminum

accumulation in intestine without increase of aluminum appearance in plasma' A

60 minutes perfusion of At chloride induces a decrease of aluminum

accumulation in ileum. This could be the consequence of a remobilization of

aluminum precipitation with a kinetic that did not take place on a shorter time.

AI citrate also had a d.ecrease of about 50 o/o in all intestinal segments after a 60

minutes perfusion. This duration seems to be required to get a balance transfer

through the intestinal barrier. However, in plasma, we observed no difference,

this could be d.ue to the absorption which seems to be at the top since an

incubation of 15 minutes.

For the other solutions, aluminum retention increased with duration. The

increase is observed in duodenum and jejunum (Al tartrate), in duodenum and

ileum (Al gluconate) or in ileum (Al lactate). In these cases, the increases of

aluminum in intestine is correlated with a relatively important increase of

aluminum absorption in plasma after 60 minutes (about + 40 %). For these

solutions, the augmentation of aluminum concentration in intestine meant an

increase of aluminum uptake. An augmentation of incubation time allows the

absorption process in the gut, first from lumen to mucosa, and then from mucosa

to bloodstream.

With Al nitrate, Al sulfate and Al glutamate, the increase of incubation's

duration had little effect. In fact these solutions had a low tffinitY Ït/ith

aluminum, the aluminum accumulation in intestine immediately had a high level

on the beginning of the perfusion. The formation of aluminum precipitates made

the exchange and the absorption of metal difÊcult.

Mechanisms of aluminum absorption from the gastrointestinal tract. It

has alread,y been shown that intestinal absorption of aluminum induded both

paracellular passage routes along enterocyte (non-saturable by passive processes)

and transcellular passage routes through the enterocyte (involving passive,

facilitated and. active saturable transport processes) (26, 32). Aluminum uptake

appeared to consist in several phases. The initial phase is d.ue to distribution or

surface ad.sorption of aluminum on the intestinal mucosa. The second phase

presumably results from the elimination of aluminum from the lumen and should

reflect aluminum uptake by the luminal surface of the intestine (33). These

phases seem to be the target of DNP, used. for inhibition of active processes,
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because we observed in our study a decrease of aluminum retention for different

intestinal segments but no modification in appealance of aluminum in

bloodstream. The concentration of DNP was directly transported from literature

data (17). We also showed a significantly d.ecrease of aluminum concentration in

intestine; the transcellular pathway of metal was morlified" In our study, we

worked. with high aluminum concentration in perfusate; that's the reason why

the majority of aluminum absorption was through the paracellular and non-

saturable passage. Consequently, the aluminum level in plasma was not msdified

because energy-depend,ant mechanisms were less important when quantity of

aluminum in lumen was high. Munch & schultz (34) suggested that jejunum, in

particular, exhibits extensive paracellular pathway flux of cations, according to

our results. In fact, Okada et aI. (35) reported that the paracellular pathway in

rat small intestine accounts for more than 90 % of the total tissue conduction.

The observations suggest that a large fraction of aluminum uptake may occur

between the cells, rather than through them. However, we couldn't disregard the

transcellular pathway because we showed that the enhancement of aluminum

concentration in perfusion's solution was accompanied by a progressively

increase of aluminum retention in intestine. But no modification ïr/as observed in

aluminum level of plasma for aluminum concentration in perfusat up to 48 mmol

Al / I. This fact suggests the existence of a saturable mechanism for a-luminum

passage in bloodstream. On the other hand, with a 64 mmol Al / I perfusion, the

mean of aluminum values in plasma suddenly increased with, however,

important inter-individual variations. These variations could be explained by

cellular lesions or by a morlification in tightness of cellular junctions, which

varied with individual. Thus except these values, we showed that aluminum

absorption and its appearance in blood, take a saturable passage route down-

Furthermore, several results indicate that one part of aluminum absorption was

ruled by saturable mechanisms. These phenomenon could. be either energy-

dependant and / or limited carrier-depend.ant. The observations obtained' from

experiments C, D, and. E about calcium, glucose and' phosphorus agfeed with

these conclusions.

Numbers of investigators have demonstrated that at least part of the active

absorption of aluminum may be due to processes shared with active absorption of

caLcium. Hyperparathyroidism was a factor related to aluminum enhancement

uptake (86, 3T). Adler and Berlyne in 1985 (35) studied the intestinal absorption

of aluminum in vitamin D-deficient and vitamin D-sufficient rats. Their results

suggest that aluminum was absorbed by both a non-saturable mechanism and a

vitamin D-dependent saturable mechanism for which it may compete with
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calcium. In the present investigation, the decrease of aluminum absorption,

following acute intestinal perfusion with high calcium concentration, was

observed about 50 % decrease of plasma aluminum concentration. These results

agreed on the previous quoted results which suggest a competition between

calcium and. aluminum. Calcium and aluminum have affinity for the same

cytoplasmic binding sites of soluble proteins (molecular weight of approximately

g000 to 10000 Daltons). The progress of aluminum across the enterocyte towards

the basolateral membrane may be promoted by these proteins possibly in

competition with calcium (88, 3g). The absorption of calcium mainly takes place

in d,uod.enum (40). The aluminum absorption could be affected by factors that

usually regulate calcium metabolism, like parathyroid. hormone and vitamin D3,

with a stimulating action on intracellular synthesis of calcium binding-protein.

But the 60 minutes incubation's time used in our experiments was shorter and no

effect on aluminum absorption related to this increasing synthesis was obsewed.

Moreover, we know that aluminum paracellular route depend's on extracellular

concentration of calcium by the modification of the tightness of epithelial tight

junctions. Indeed, the calcium extracellular is required to close tight junctions

(41). The increase of calcium concentration in perfusion's solution, closed

epithelial tight junctions, and. decreased the aluminum levels in plasma by

diminution of paracellular aluminum flux. In contradiction with observations of

provan & Yockel (2g, 42) and Yokel & Mc Namara (43) we also observed a

d.ecrease of aluminum absorption follo$ring a remove of calcium in perfusion

tiquid. But these studies, on calcium-deficient, were different than ours' either

aluminum salt was di-fferent, or a minimum of calcium stays in solution, or the

experimental protocol changed. In our study, the calcium removal in perfusat

was followed by a quick d.ecrease of aluminum absorption. We know that calcium

was necessary for muscular contractions by binding on calmodulin, this

mechanism occurred in intestinal peristalsis. Thus, with suppression of

intraluminal calcium, the equilibrium of calcium was modified, and intracellular

calcium came from the cell into the intestinal lumen according to osmose laws.

The intestinal cells then lost calcium content and the aluminum supply modified

the configuration of calcium binding-site and inhibited the activity of Caz*-

calmodulin complex (44). Furthermore, aluminum had an inhibitory action on the

intestinal peristalsis (45), with a decrease in intensity of mixin$ movements

which have an important role to optimize the contact between molecules and

mucosa. Consequently the absorption was reduced, either of aluminum or of all

other ions.
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According to Feinro th et aI. (17) we showed that the missing of glucose and of

phosphorus inhibited aluminum absorption. Both of these parameters inhibit

cellular respiration, suggesting that aluminum was actively transported' The

decrease in aluminum absorption with phosphorus or glucose removal could

result in reduction of intestinal peristalsis, like previously explained; but with

interference on energy processes, as ATP formation, and not with modification on

Ca2*-calmodulin protein complex.

We have studied many factors, which have an influence on aluminum absorption

with aluminum citrate salt because aluminum transport through the intestinal

barrier was more important when aluminum was chelating and aluminum citrate

complex was known for facilitating the absorption of the metal. However, citrate

became an additional parameter in aluminum absorption investigations, already

on d.ependence of various factors, which modified absorption and made diffrcult

the interpretations of studies. For example, citric acid has been found' to increase

the absorption of other minerals including calcium (46), Iead (47), anù zinc (48),

and could indirectly moffi aluminum absorption. Aluminum absorption was

facilitated by citrate and considered as to be important by several authors.

However, when we established the total quantity of aluminum in organs, except

intestine, after a 60 minutes perfusion with 48 mmol Al / I (higher concentration

used with low inter-individual variations in the group), we only obtained 0-1 % of

a-luminum quantity perfused, i.e.27 pg Al. The aluminum quantity in intestine

was estimated. at about 1.0 o/o of aluminum contained in perfusion, namely

intestine and, metal were directly in contact (results not communicated). Thus

a1uminum found. in all the organs represented a very small fraction of luminal

aluminum in intestine, according to Alfrey (49). And the majority of aluminum

got rid through feces (50) and urine (51-53).
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FIGURE CAPTIONS

FIG. 1. Percentage of soluble aluminum in Tyrode's solution at pH 4.0 after

ultrafiltration.

FIG. 2. Scheme represents influence of various parameters on aluminum

retention.

FIG. B. Appearance of aluminum in plasma after intestinal perfusion of solution

containing 160 mM AI.

Results are expïessed in pg Al/I, n = 6/treatment'

o-n Means that do not show a common superscript letter are significantly different

(ANOVA, P<0.05)

FIG. 4. (A) Duodenal, @) jejunal, (C) ileal retention of aluminum, and @)

appearance of aLuminum in plasma after perfusion of rat small intestine for 60

minutes. Perfusion was performed with 0.01 mmol DNP/Iiter or without DNP.

Columns represent mean vaLues for eight rats, SD are indicated by vertical bars-

The number indicates the statistical difference between the group of rats

perfused without DNP and with DNP.

Table 1: Intestinal tissue-associated aluminum after perfusion of various

solutions and different incubation time.

Table 2: Experimental design and results of aluminum absorption after perfusion

at varying luminal concentrations of aluminum citrate (experiment A), addition

of 0.1 mmol DNP / Liter (+) (experiment B) or modification of different dietary

factors in Tyrode's solution (experiment C, D and E).

Table 3: Summarize with rank order of various parameters of aluminum forms

tested and dissociation constants of acids (pKa).

Table 4: Formulas of organic acids used. for the study and number of functional

groups with an affinity for aluminum.
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Table 4- Formulas of organic acids used for the study and number of functional

gïoups with an affinity for aluminum

Acids Formulas Functional groups
-cooH -oH -NH2

CITRIC ACID CHz - COOH
I

HO-C-COOH
I
cH? - cooH

3

LACTIC ACID CHs
I
CHOH
I
COOH

TARTRIC ACID cooH
I
CHOH
I
CHOH
I
cooH

GLUCONIC ACID COOH
I
CHOH
I
CHOH
I
CHOH
I
CHOH
I
CHzOH

GLUTAMIC ACID COOH
I
CHz
I
CHz
I
CH - NHz
I
cooH
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Abstract

The aim of this work was to study the absorption of

nickel chloride in rats by means of the intestinal perfusion

in s i tu  technique at  n ickel  concentrat ions of  L t  5 ,  10 '  25

and  L00  ng / I .

Active transport and faci l i tated diffusion seem to play

an irnportant role in the intestinal absorption of nickel at

concentrations ( tO m9/1. At higher concentrations the ab-

sorption rate would be l imited by saturation of the carriers.

The distr i-bution of the absorbed nickel was studied by intes-

t ina l  per fus ion of  a  L0 mg Ni / I  so lut ion f ,or  30 or  60 rn in .

Both in concentration and amount, the jejunum showed the

higher values of absorbed nickel, fol lowed by kidneys and

l iver .  I f  a l l  the co l lected organs (bra in,  hear t ,  I iver ,

Iungs,  sp leen,  k idneys and test ic les)  and b lood,  but  not  the

smal l  in test ine are analyzed fo l lowing a 6O-rn in per fus ion,  i t

r/ùas f ound that L.6Z of the init ial concentration had passed

through the intestinal barrier.

Index entr ies:  Nickel  ch lor ide;  in test inal  absorpt ion;  n ickel  d is t r ibu-

t i on ;  r a t  i n tes t i ne .
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fntroduction

In view of the ever-increasing accumulation of heavlr

metals in water and in foods, i t  seems necessary to have a

better understanding the intestinal- absorption of metal ions.

Nickel (Ni) is a f irst-row transit ion metal widely found

in the environment. There are many studies on the effects of

Ni by contact with the skin (1-4) and on respiratory effects

fo l lowing inhalat ion of  n ickel -conta in ing dusts  (5-9) .  Few

articles have focused on the intestinal absorption of this

e lemen t  ( LO-12 ) .

In our laboratory experiments of oral and intra-

peritoneal nickel absorption jn vivo and by the everted gut

sacs and Ussing chamber techniques in vitro have been previ-

ous l y  pub l i shed ,  ( l - 3 ,14 ) .  The  f i r s t  t ype  o f  expe r imen ts  a re

time consuming and the latter a1low only study of the iso-

Iated organs. These reasons led us to try an jn situ tech-

nique to study the absorption of nickel by the srnall  intes-

t ine of the rat. This approach seems to offer several advan-

tages:  F i rs t ,  the target  organ is  na inta ined in  i ts  natura l

environment with preservation of the circulation of blood and

Iynph, thus avoiding cellular damage often found in jn vitro

experiments. second, the equipment used in this type of ex-

periments is inexpensive and the technique itself is easy to

carry out. The jn situ technique shows good reproducibi l i ty

of  the resul ts  (L5rL6)  in  the n ickel  concentrat ion ranges

that are typical in human foodstuffs, estimated to be between

l -00  and  300  p rg  pe r  daY  (17 -20 ) .

Materials and Methods

Animals

s ix ty- four  male a lb ino rats  of  the wis tar  s t ra in  ( I f fa

Credo,  l rArbres le,  France)  Ide ighing 3oO+50 g were used in

group of 8 for each experiment. The animals were housed in
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p last ic  cages in  an a i r -condi t ioned room mainta ined at  22-

23ff iC, in a l-2-hour l ight-dark cycle for at least one week be-

fore the experiment. Food (Extra Labo standard peIIets,

Provins, France) and water s/ere made avaitable ad Tibitun.

Experimental design

Following a 20-24 h fast and under sodium pentobarbital

anesthesia (60 ng/kg) ,  the jugular  ve in was f i t ted wi th  a #L

catheter (Biotrol Pharma). Another catheter of the same type

vras used for the duodenum connecting the free end of the

catheter to a pump syringe (A-99, Bioblock) . The i leum rnras

fi t ted with a #Z catheter (Biotrol Pharrna) to al low collec-

t ion of the eff luent. The intestine was f irst perfused hti th

O.gZ satine at 37ff iC at a rate of 2 rnl/rnin f or l-5 min to make

sure that i t  was free of part iculate matter. Afterwards, the

perfusion $tas continued at a rate of 1- rnl/nin for l-5 min to

ensure a steady-state condit ion for col lection of the eff lu-

ent .  Per fus ion ld i th  n ickel  was carr ied out  a t  a  rate of  0 .6

nl /min (2L)  us ing a isotonic  so lut ion of  n ickel ( I I )  ch lor ide

(N iC I2 .61120 ,  Merck )  i n  O .9Z  sa l i ne  fo r  t rea ted  ra t s .  The  con -

t ro ls  v /ere per fused vr i th  O.9Z sal ine only .  In  both cases the

eff l-uent was collected every L0 min. The measured concentra-

t ion of  n ickel  in  the ef f luent  a l lowed to fo l low the progress

of the nickel solution as i t  was absorbed through the small

in test ine.

Several experiments were carried out. First, Wê studied

the  i n f l uence  o f  seve ra l  concen t ra t i ons  o f  n i cke l :  1 .O ,  5 .0 ,

10. ,  25.O and 1-00 mg/ I  on the concentrat ion of  th is  e lement

in the whole smatl intestine and in blood after perfusion on

the small intestine for 60 min. The blood was collected by

cardiac and jugular vein puncture fol lowing standard labora-

tory techniques.

Secondly, nickel distr ibution in the body was studied by

collecting various organs: duodenum' jejunun, i leum, brain,
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hear t ,  l iver ,  lungs,  sp leen,  k idneys and test ic les.  The or-

gans v/ere removed from the animal sacrif iced after perfusion

wi th a 1-O ng Ni / I  so lut ion for  30-  or  60-min.  The water  f lux

in the small intestine during perfusion \^tas verif ied by the

red phenol  technique (22)  us ing O.9Z sal ine in  the same per-

fus ion condi t ions as for  n ickel  so lut ions.  Subsequent ly '  use

of  a  t -O mg/ I  so l -ut ion of  n ickel  ch lor ide a l lowed ver i f icat ion

that the water f lux was indeed not modif ied by the presence

of  n ickel  ions.

Nickel Deternination

The t issues b/ere treated with concentrated nitr ic acid

(Suprapur ,  Merck)  to  d issolve aI I  minera l  rnater ia l .  B lood was

f i rs t  d i lu ted Lz2 wi th  O.gZ sal ine.  Nickel  concentrat ions

hrere established by means of an atomic emission spectrorneter

(Spectrametr ics Spectraspan V)  at  a  wavelength of  34L-48 nm.

The technique has a detect ion l in i t  o f  2  mg/L.

Stat is t ica l  AnalYsis

Results are expressed as the mean + sD. Experimental

groups consisted of 8 rats. The Bart lett test was used to

verify homogeneity of the variances. Comparison between

groups was done by analysis of variance ANOVA. For the study

concerning perfusion of nickel at dif ferent concentrations

the Fisher test was used in cases where ANOVA showed signif i-

cant effects. The results obtained from the organs were com-

pared by use of  Student 's  t - test .  The nul l  hypothesis  was re-

j ec teda tp<0 .O5 .

Resul ts

Figure l- shohls the results obtained in the perfusion ef-

f luents. The data show appearance of nicket in two successive

phases.  F i rs t ,  a  rap id increase of  n ickel  concentrat ion ap-

pears during the f irst 30 nin of perfusion unti l  a mean near

752 of  the in i t ia l  concentrat ion is  reached.  This  va lue is
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observed in the L, 5 and 25 rng Ni/I experiments and is

sl ightty lower than that of the experiments at l-0 and 100

ng/ l  concentrat ions.  Dur ing th is  phase s ign i f icant  var iab i l -

i ty of the data was observed.

Dur ing the fo l lowing 3O min of  per fus ion,  a  second phase

with a slower rate of increase is observed unti l  values that

are about I-OOU of the init ial concentration when 60 min have

elapsed.  In  th is  second phase there was less var iab i l i ty  o f

the data than that observed in the f irst stage of perfusion.

In the plot on Fig. l-  the R-values (for rest) represent val-

ues obtained for the eff luent that continued to f low after

the pump had been stoPPed.

The results of the red phenol test showed that the water

f lux through the small intestine had variat ions of up to LOZ,

both in the presence- or in absence of nickel.

Figure 2 shows the results obtained in the intestine and

in blood samples after 6O min perfusion with solutions at

different nickel concentrati-ons. The concentrations of nickel

in organs and in blood samples showed a direct relationship

to the in i t ia l  concentrat ion of  n ickel  used for  per fus ion.  In

the small intestine, the nickel concentrations were signif i-

cant ly  d i f ferent  to  those of  the contro ls ,  (0 .1-9 Pg/g of

n ickel )  for  per fus ions at  10,  25 and 1-oo ng Ni / I ,  which had

values of  5 ,  7  and L9 pglq n ickel ,  respect ive ly .

In blood, there were no differences between nickel con-

centrations of the samples obtained by either jugular vein or

cardiac puncture, al lowing us to use either method for sample

collection performing duplicate runs. The nickel concentra-

t ion obtained with perfusion at the lowest nickel concentra-

t ion of  1- .0  rng/ I  was 28 t tg lL ,  s ign i f icant ly  d i f ferent  f rom

the values obtained at higher concentrations of L0 ng/I (76

t tg l I l  ,  25  rng / I  (e3  t t g l l - )  and  1oo  ng / I  (208  pq l l ) .  The  e f fec ts

at 1-0 mg Ni/I hlere signif icantly different fron those ob-

5
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ta ined at  l - .O and l -00 mg/ I .  The ef fects  of  1OO ng Ni / l  h lere

signif icantly different from the remaining concentrations

tested.

The results obtained in the different orqans studied and

in blood of rats by perfusion of the small intestine with a

concentrat ion of  L0 rng Ni / l  for  30-  or  60 min are g iven in

Tabl -e 1- .  In  re la t ion to  the levels  of  n ickel  in  the t issues,

the va lues for  contro ls  were low,  ranging f rom 0.06 pg Ni /g

for  je junurn to  o.2L ; , tg  Ni /g  for  i leum and spleen '

Af ter  per fus ion for  30 n in,  the h ighest  n ickel  concen-

t rat ion was found in  the je junum, which had a va lue 33-8

tirnes higher than the controls. This was fol lowed by the

nickel- content of the duodenum and i leum that were 9.1 and

7.4 h igher  than the contro ls ,  respect ive ly .  These three seg-

ments that constitute the smatl intestine appear as a dis-

t inct group with values above L ttg Ni/g. The kidneys, I iver

and lungs showed also concentrations signif icantly different

f rom those  o f  t he  con t ro l s  i  3 .6 ,  2 .2  and  L .4 ,  respec t i ve l y '

After perfusion for 60 min the organ with the highest

nickel concentration was the jejunum, with a value 11-l- t imes

that  o f  the contro ls ,  fo l lowed by the i leum (32 t ines)  and

the duodenum, L9 t imes the control value. These t issues were

again higher than the remaining organs, which showed always

levels  below L t tg  Ni /g .

I f  the resul ts  for  30-  and 6O-min per fus ion are com-

pared, values are consistently higher for longer perfusion

t imes.  Thus,  in  addi t ion to  k idneys (wi th  a factor  o f  4 .3

compared  t o  con t ro l s ) ,  I i ve r  ( 2 .21 ,  I ungs  (1 .8 ) ,  hea r t  ( 1 .8 )  '

sp leen  (1 .7 )  and  tes t i c l es  (1 .4 )  a I I  had  n i cke l  concen t ra -

t ions signif icantly higher than those of the controls. OnIy

bra in was not  a f fected af ter  per fus ion for  60 n in.  In  turn,

concentrations of nickel in jejunum, i leum, lungs and spleen
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were signif icantly different from those obtained after perfu-

s ion  fo r  30  m in ,  Tab le  1 - .

V,Iith regard to the amounts of nickel found in a number

of organs, i t  appeared that those in the controls were ]ow,

ranging f rom o.o7 pg for  duodenum and i leun to  0.33 t tg  for

je junum, except  for  l iver  which had a va lue of  L '23 pg '

Table 2 shows the mean value of each organ treated ex-

pressed in pg nickel present. The mean nickel concentration

obtained in the controls is removed, because only the amount

of  n ickel  due to  the per fus ion is  o f  in terest .  Fol lowing per-

fusion for 3O min, the three segTments of the small intestine

had the largest  to ta l  n ickel  content  o f  4 .52 pg.  The va lues

for  bra in,  hear t ,  lungs,  sp leen and test ic les v tere not  s ta-

t ist icatly signif icant from the controls so the total amount

accumulated in  the remain ing organs (7.23 pg)  der ives main ly

f,rom l iver and kidneys.

Following perfusion for 60 rnin, the small intestine

showed again the highest accumulation of nickel '  with a total

o f  33 .22  pg ,  compared  to  2 .3L  1 tg  i n  a l l  o the r  o rgans .  The

amounts of nickel found in the brain and heart were not sta-

t is t ica l ly  d i f ferent  f rom the corresponding contro ls .

In the blood samples, the concentrations in the treated

ra ts  a t  30  and  60  m in ,  45  pg  N i / I  and  8L  pg  N i / I '  r espec -

t ively, ï Iere also signif icantly higher than the values found

in b lood obta ined f rom the contro l  an imals,  <10 pg Ni / I '  A

signif icant difference was observed between the two perfusi-on

t imes .

Discuss ion

The concentration of nickel in the eff luent showed that

i t  took at  least  30 min for  the n ickel  so lut ion to  pass

through the entire small intestine. After this t ime the con-

centration of nickel reaches a relatively stable level. This
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resul-t suggests that perfusion for shorter periods of t ime

vr i l l  not  produce su i tab le resul ts .

Although the results for the $tater flux experiments are

not reported here, our values agree well with those reported

in the l i terature (23-26). They showed that the water f lux

through the small intestine had variat ions of L0? or lower,

both in presence or in absence of nicket'  suggesting that the

rats are in relatively the same condit ions throughout the

perfusion experiments. The relatively large variat ions ob-

served for experiments with or without nickel could explain

the fact that in some samples the nickel concentration in the

eff luent was LOZ higher than the init ial concentrations used.

For experiments carried out at different nickel concen-

trations for 60 min perfusion and considering that the weight

of the small intestine and the blood volurne are relatively

the same for the experimentat animals, the plots in Fig. 2

are taken to be representative of the amounts of nickel in

these organs. These curves present similar profi les, with two

successive s tages.  The f i rs t  three points  in  the p lot  (1 .0 '

5 .0 and 10 ng Ni / I )  have a s teeper  s lope.  The subsequent

points  (25 and l -oo ng Ni / t )  shohl  a  less-pronounced sIope,  so

the break point can be situated at a concentration of about

1 -o  mg  N i / I .

These results suggest that different absorption mecha-

nisms are involved in the intestinal absorption of nickel '

Vlhen the concentration of the nickel solution used for the

experiment is 10 rng/I or less, the active transport and fa-

ci l i tated diffusion mechanisms could be involved. But i f  the

nickel concentration goes beyond 10 PglL, the non-specif ic

carriers of nickel (at the surface of the erythrocytes) in-

volved in the mechanisms of absorption would be saturated'

Thus, the second part of the ptots arises from passive diffu-

sion taking place, which vrould take into account the concen-

t rat ion gradient .
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This hypothesis would agree, ât least part ial ly, with

previous suggestions that an active transfer of nickel takes

place in  the je junum (10-L2)  and a pass ive mechanism takes

over in the i leum (11--12). Another study' using the same per-

fus ion technique (10) ,  repor ted saturat ion of  carr iers  at

around 2O pM Ni  (1  mg Ni / f ) ,  which is  lower  than our  est ima-

tion. In addit ion, i t  was concluded that nickel is not appre-

c iab ly  reta ined by the in test ina l  wal l ,  in  d i rect  contradic-

t ion wi th  our  f ind ings.

The distr ibution of absorbed nickel after an in situ in-

testinal perfusion was studied at the 1-O ng Ni/I concentra-

t ion for  two main reasons.  In  f i rs t  p lace,  i t  was the lovrest

concentration tested that presented signif icant results for

the small intestine and for blood. Second, in view of the re-

sults for the nickel determination in the eff luent, i t  took

30 min for the solution to reach the end of the small intes-

t ine.  Wi th a rate of  per fus ion of  0 .6 rn l  per  minute,  th is

corresponds to approximately 20 rnl of solution at 10 rng Ni/I '

that is equivalent to 2oo pg of nickel in direct contact with

the intestinal waII. This would represent roughly the same

amounts of nickel present in human foodstuffs, estimated to

be  be tween  1 -Oo  and  300  pg  N i /day  ( l - 5 - l -8 ) .

The nickel content in different organs reflects their

ab i l i ty  to  b ind th is  e lement  af ter  30 and 60 min of  per fu-

sion. At 3O rnin perfusion the small intestine is expected to

show the highest concentrations of nickel because it  is the

organ in direct contact with the metal solution, agreeing

well with results reported elsewhere (LL-L} '  27-29) . Moreo-

ver ,  i t  is  considered as a barr ier  (30)  s ince n ickel  is  re-

tained by the constituents of the small intestine wall or ad-

sorbed at  the ce l ls  sur face (10) .  Af ter  the smal l  in test ine,

the highest organ concentrations are in the kidneys and

I iver .  Based on these resul ts ,  0 .8 Z of  the n ickel  per fused

passed through the intestinal barrier.
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Although lungs show signif icantty higher values than the

controls, [o conclusions can be derived from our data because

they show a large standard deviation.

At  60 min per fus ion the resul ts  are s imi lar  and,  âs ex-

pected, shon higher nickel concentrations. Again, the srnal- l

intestine has the highest values fol lowed by the kidneys,

which are the e l iminat ion organs for  n ickel  (3L-34) .  The

amount  of  n ickel  absorbed is  est imated at  1- '6  Z '

V[hen the two perfusion t imes are compared in the case of

l iver, the Same factor of increase between the experimental

animals and the controls is observed, but not so for bIood,

which continues to increase at longer perfusion t imes' This

may be an indication that hepatic cel]s are able to retain

nickel unti l  a stable concentration is reached after 30 min

per fus ion.

overal l ,  the results presented here are in good agree-

ment  wi th  l i terature va lues for  in test ina l  absorpt ion (35-36)

by per fus ion (1-5- l -6) ,  wi th  in  addi t ion a s tudy of  the d is t r i -

bution in various organs of the nickel absorbed'

Considering the advantages of low cost'  ease and short

t irnes of the experiments, the jn situ technique can be used

for other studies involving the intestinal absorption of

other metal ions at concentrations of toxicological impor-

tance, oI to assess the inf luence of other substances of in-

organic or organic origin on the intestinal absorption of

metals. I t  should be taken into consideration that the method

requires the use of an anesthetic, which may be a factor af-

fecting some propert ies of the intestinal membrane (37) and

perhaps also interfering with intestinal absorption. This

drawback may be overcome if the same experimental conditions

are used to compare the patterns of intestinal absorption of

different metals or comPounds.

10
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Table 1.
Nickcl concentration and amount in various organs and in blood

Controls Perfused 30 min Perfused 60 min

o
Duodcnum 0.16 + 0.03 0.07 r 0.02 r.46 X I.22* 0.27 t 0.24* 2 .98+ 2 .30*  1 .46+ 1 .3*

6.66 + 2.86*o 29.14 t 12.1',7*"num 0.06 + 0.03 0.33  r  0 .17 2.03 + 0.74* 4 .39  +  1 .16*

Ilcum 0 . 2 1 1  0 . l l 0.07 r 0.2 1.56 t  0.40* 0 .33  t  0 .12* 6.80 t 2.41*" 3.09 + 0.88*o

Brain 0.10 r 0.03 0.20 r 0.06 0.09 + 0.01 0.15  +  0 .02 0.10  +  0 .03 0.20 t  0.05

Heart 0.14 r 0.05 0. t3 t  0.03 0.16 t  0.03 0.09 t 0.03 0.25  +  0 .10* 0 .18  t  0 .08

Livcr 0.12 r  0 .03 t .23 t  0.26 0.26 + 0.05* l .9 l  +  0 .49* 0.26 t  0.05* 2 .35  +  0 .19*
0.25 + 0.05* 0.29 + 0.06*'0 .14  t  0 .05 0.18 t  0 .0s 0.20 + 0.03* 0.20 + 0.02

0.21 + 0.07*'0 .211 0 .07 0.13 r 0.04 0.20 + 0.02
0.54 + 0.09*

0.12+ 0.02 0.35 t 0.12*o
0.85  +  0 .15* 0.64 ! 0.23* r.20 + 0.46*Kidne 0.15  t  0 .03 0.321 0 .08

0.07  +  0 .01 0.23 t 0.03 0.07 r 0.01 0.18  +  0 .03 0.10 t  0 .02*o 0.30 r 0.04*Testiclcs

Blood < 1 0 4 5 !

*signihcantly different from the controls
' Sigrrificantly different from the rats perfused for 30 min



Table 2.
Nickel accumulation (pg) in various organs (connol values removgd). .

Orsans Pcrfused 30 min Perfused 60 min

Duodenum

4.52 33.22

Liver
0.02 0 . 1 1

0 0.08
0.53 0.88

0.07
2.31

0.05
r.r20.68

1.23
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Fig 2. Nickel concentrations in the small intestine and in

blood of rats according to different concentrations of nickel

per fused.




