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Résumé

Résumé

L'objectif de cette étude est 1’évaluation le possible effet antidote et antioxydant de
I'extrait de thé vertCamellia sinensis et quercétinesynthétisée chez des rattes rendus toxique
par les nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétique (SPION) avec une dose
(150ug/kg). L'étude expérimentale est menée au laboratoire sur 20 rattes femelles de la
souche WistarAlbinosepesant165+250grépartisse en quatre groupe de cinge rattes chacun
dont le premier groupe sert de témoin, le second est un groupe des rattes contaminé par des
nanoparticules d’oxyde de fer(SPION) ,le troisiéme est un groupe des rattes contaminé,
traité par quercitine (10mg/Kg) et quatrieme est un groupe des rattes contaminé, traité
parCamellia sinensis (400 mg/kg). Le poids corporel est mesuré régulierement. Apres36
jours de traitement, les rattes sont sacrifiés et quelques parametres sont déterminés. L'analyse
des résultats montre clairement que d’oxyde de fer a provoqué une augmentation de la
concentration sérique du fer. Les résultats ont montré aussi des changements notables dans
les parametres hématologique indiquent aussi la présence d’une inflammation .En outre,
d’oxyde de fer a augmenté le stress oxydatif qui traduit par une augmentation de la teneur
tissulaire de malondialdéhyde (MDA), une diminution du taux du glutathion réduit (GSH) et
une augmentation de l'activité de GPX et Catalase cérébrale. Aussi, les résultats ont montré
clairement des altérations structurales de cerveaux avec nécrose et dégénérescences
tissulaire. Le traitement par Camellia sinensis et quercétine & presque normaliser les
parametres biochimiques en réduisant le fer sérique (15%), avec une amélioration de I'état
de stress et protection du tissu cérébrale contre les attaques radicalaires. Conformément a ces
résultats nous avons proposé que un changement fonctionnel positif sur le comportement
adaptatif une connectivité neuronale plus élevée dans le groupe ayant pris I’extrait de the
vert, avec une absence d’effets négatifs secondaires .En ont conclusion, la présente étude
suggere que le Camellia sinensis etquercitine un effet bénéfique contre le développement

du neurodegeneratife et ces complications.

Mots clés: SPION, Neurotoxicité,quercétine, Camellia sinensis, stress oxydative.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La vulnérabilité du systeme nerveux aux effets des substances chimiques a été
examinée depuis de nombreuses années sous les angles épidémiologique , toxicologique et
clinique(Vincent, 2011). Le risque d’atteintes neurotoxiques constitue aujourd’hui un enjeu
scientifique majeur en termes de santé publique .On se heurte a des incertitude considérables
quant a I’étendue des risques neurotoxiques directs et indirects imputables a certains agents
présents dans I’environnement . pour de nombreuses substances , on ne sait pas vraiment s’il
existe des seuils de nocivité(Vallier ,1991).Le potentiel neurotoxiques auxquelles les
population sont exposées est loin d’voir été entiérement exploré(Pouheta ,2014). Des
substances largement répandues , et que 1’on a longtemps considérées comme étant d’une
totale in nocuité , ont révélé leur propension a la nocivité . Ce constat est exacerbé par
I’augmentation de I’espérance de vie et par le vieillissement de la population, plus vulnérable
aux affection nuerodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou maladie Parkinson

(Pauline ,2006).

L’application des nanomatériaux et des nanotechnologies nous promet des
développements et des percées scientifiques majeures qui affecteront de fagcon permanente le
quotidien de chacun dans un avenir rapproché (Bruno , 2007).Une nanoparticule est définie
comme un matériau a trois dimensions externes sur une échelle nanométrique (1-100 nm
)(Arturo et al ., 2009) .Celles-ci peuvent étre confinées dans une petite structure, présenter de
grandes fractions surfaciques et démontrer toute une série de phénomenes et de propriétés
uniques (Alloun , 2011). Parmi eux on trouve les particules magnétiques (en particulier la
magnétite) (Horde, 2014).Le fer est présent sous différentes formes , qui incorporent le fer
sous forme ferreux ou sous forme ferrique; ainsi que sur la formation d'oxydes de fer a partir
de la libération du fer ferrique. Pour des applications biologiques et biomédicales, des
nanoparticules d'oxyde de fer magnétique sont le premier choix en raison de leur
biocompatibilité, de leur stabilité chimique et leur propriété superparamagnétique (Hyeon ,
2002). Les nanoparticules d'oxyde de fer (1, 111) (IONPSs) ont attiré beaucoup d'attention, non
seulement en raison de leurs propriétés magnétiques, mais aussi en raison de leur grand
potentiel dans plusieurs applications cliniques biomédicales et in vivo (Abdalla et al., 2012),
tels que I'administration de médicaments, imagerie par résonance magnétique (IRM),
amélioration du contraste, la réparation des tissus et de traitement du cancer de I'hyperthermie

magnétique. Il a également été rapporté que IONPs peut améliorer I'efficacité des médicaments
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anticancéreux et d'inverser la multirésistance , et pourrait donc étre utilisé comme vecteurs de

médicaments.

Pendant longtemps, les remédes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal, voire 1’unique recours de la médecine de nos grands-parents (OMS ,2002). Les
plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps comme remédes contre plusieurs maladies,
grace a leur richesse en métabolites secondaires (Wallace ,2004). 1ls sont détenu comme la clé
de la prise en charge thérapeutique de 150 maladies de natures diverses (Mozouloua ,2004).
Le thé Camellia sinensis est la deuxiéme boisson la plus consommée au monde, aprés 1’eau.
Plus de 14 000 tasses sont bues chaque seconde dans le monde, Il renferme également
xanthines, caféine, théobromine, polyphénols (connus sous le nom de catéchine) , vitamine E
et vitamine C et I'existence de composés bioactifs les flavonoides. Les flavonoides a pouvoir
antioxydant et anti-enzymatique, neutralisant I'effet des radicaux libres et limitant la réaction

inflammatoire dans les différents tissus (Hertel ,2003).

La quercétine est I'un des composés les plus représentatifs de la famille des flavonoides
et a été attribué a un certain nombre d'avantages potentiels pour la santé, y compris
antioxydant, prévention du cancer, l'action anti-inflammatoire et I'activité cardio-protecteur
(Boots et al., 2008).

L’objectif de cette étude est évaluation 1’effet de I’extrait aqueux Camellia sinensis et
la quercétine sur neurotoxicité par d’oxyde de fer sur chez les rattes Wistar. En utilisant des

outils biochimiques, des marqueurs de stress oxydatif et analyse histologique du cerveaux .

Ce travail est divisé en deux parties. La premiére partie est consacrée a la synthéese
bibliographique qui comporte trois chapitres. Le premier chapitre concernant neurotoxicite ,
stress oxydatif et le deuxiéme chapitre concernant les nanoparticules d’oxydes de fer et leur
effet toxique dans I’organisme et le troisieme chapitre concernant le thes vert , la quercetine .
La deuxiéme partie est consacrée a la partie expérimentale qui contient deux chapitre. Le
premier chapitre concernant des matériels et méthodes utilisées durant ce travail et la deuxiéme
chapitre concernant des résultats et discussion qui contient la présentation des résultats et leur

interprétation en se basant sur ce qui était dit dans la partie bibliographie.



I .1. Le systéme nerveux

1.1.1. Généralité sur le systeme nerveux (anatomie — physiologie )

Le systeme nerveux est un systeme biologique animal responsable de coordonner et
de commander les différents appareils (ensemble d’organes qui remplissent une fonction, au
sens large du terme) de I’organisme, mais également la réception des messages liés a la
sensation, a la cognition et au psychisme (Tsuneya, 2008 ).il forme Réseau complexe de
communication se compose du systeme nerveux central et le systeme nerveux périphérique
(Bommas, 2008) .Le systeme nerveux central est composé de l'encéphale et la moelle
épiniere. L'encéphale est la partie du systeme nerveux contenue dans la boite cranienne, elle
comprend le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral, (Cailloce, 2009). entouré de méninges

la plus externe la dure-mere, et La pie-mere (Vincent, 2011).

Le cerveau (telencéphale) est I'organe le plus complexe de notre corps. Il représente
environ 2% du poids du corps et il est toujours baigné de sang. Les vaisseaux sanguins du
cerveau apportent I'oxygéne aux milliards de cellules du cerveau (Tsuneya, 2008).1l est
divisé en deux parties: I'némisphere droit et I'némisphére gauche. (Gerald, 1992). Le cervelet
est sert a maintenir I'équilibre et coordonne le fonctionnement de nos muscles. Le tronc
cérébral responsable de contr6le la faim, la soif, le sommeil, la sexualité et le fonctionnement
de différentes glandes (Vallier, 1991). Le systéme nerveux périphérique composé de racines
nerveuses rachidiennes, de plexus, ganglions nerveux, et nerfs. On lui distingue deux types
de nerfs (craniens et spinaux). Le systéme nerveux autonome fait partie du systéme nerveux
périphérique et comprend les systéemes nerveux sympathiques et parasympathiques (Pouheta,
2014). Le neurotransmetteur (ou neuromédiateur) est molécule chimique libérée par un
neurone .le substance libérée des terminaisons des axones par l'intervention du potentiel
d'action, est une des fagons par lesquelles les cellules communiquent entre elles
(Abdelouahab, 2010). un déséquilibre au niveau des neurotransmetteurs peut jouer un réle
important dans I'apparition de certaines maladies, comme la dépression et la parkinson
(Fernando, 2011).En effet, plusieurs troubles psychiatriques ou neurologiques découlent de

modification chimiques dans la neurotransmission (Jean, 2008).




Le systeme nerveux partage avec le systéme endocrinien (par la sécrétion hormonale
) la tache de régler et de maintenir I'hnoméostasie (Abdelouahab, 2010). C'est a l'aide de ces
systeme que l'organisme peut s'adapter a des environnement divers, toutefois, quand les
stress toxiques perdurent, les altération de ces systéme peuvent entrainer des dysfonction
(Joseph, 2003).

Systéme limbique : Cortex cérébral :

régule les é&motions et intervient lors des
les comportements processus mentaux
intentionnels complexes

- Hypothalamus : régente Uétat
interne de lorganisme

Cervelet : gere la
coordination des
mouvements

Tronc cérébral : maintient
Uétat d'attention général
et le systéme d’'alerte de l'encéphale

Mceelle épiniére : itinéraire des
fibres nerveuses allant vers
lencéphale et en repartant

/
Thalamus : relaie
les informations sensorielles

Figure 1: divisions le systeme nerveux (Cailloce, 2009).
1.1.2. Compositions du cellule nerveuse

Le soma est I'usine du neurone. Il produit toutes les protéines des dendrites, des axones et
des terminaisons synaptiques et contient des organites spécialisés tels que ( Claude et al.,
2006), les ribosomes et les polysomes pour fournir de I'énergie et fabriquer les piéces ainsi

qu'une ligne de production a assembler Les piéces en produits finis.

» Appareil de Golgi est structure liée a la membrane qui joue un réle peptides et
protéines (y compris les neurotransmetteurs) Vésicules.

» Cytosol est un fluide aqueux et salé avec une solution riche en potassium et
contenant des enzymes responsables du la cellule ( Sarah et al., 2014).

» Noyau est l'archiviste et l'architecte de la cellule ;genes. constitué d’ADN qui
contient I'histoire cellulaire, la base Information pour fabriquer toutes les protéines
caractéristiques de cette cellule. En tant qu'architecte, il synthétise I'ARN de I'ADN .

» Nucleolus est un organelle dans le noyau qui est impliqué Activement dans la
synthése des ribosomes et dans le transfert de I'ARN Cytosol ( Julien et al., 2014) .

» Polyribosomes il existe ribosomes libres ou attachés par dARNm .

» Mitochondrie c'est la partie de la cellule responsable de la Fourniture d'énergie sous
forme d'ATP (adénosine triphosphate). Les neurones ont besoin d'une énorme
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quantité d'énergie. Le cerveau est I'un des Les tissus les plus métaboliquement actifs
dans le corps. Chez I'nomme, pour Par exemple, le cerveau utilise 40 ml d'oxygene
par minute (Vincent, 2011) .L'énergie chimique Stocké dans I'ATP est utilisé pour
alimenter la plupart des réactions biochimiques neurone. L'énergie libérée par la
décomposition de I'ATP en ADP en pompe Certaines substances a travers la
membrane pour établir la différences entre I'intérieur du neurone et I'extérieur ( Sarah
etal., 2014).

» Reéticulum endoplasmique est un systeme de tubes pour le transport de matériaux
dans le cytoplasme. Il peut avoir des ribosomes (ER approximatif) Avec les
ribosomes est important pour synthese des protéines ou non Ribosomes (ER lisse)
(Tsuneya, 2008 ).

» Le membrane : est une bicouche ou sandwich de phospholipides, organisée de telle
maniere que les régions polaires (chargées) sont orientées vers l'extérieur et que les
régions non polaires sont dirigées vers l'intérieur. ( Claude et al., 2006) La face
externe de la membrane contient les récepteurs, les petites régions moléculaires
spécialisées qui fournissent une sorte de "port de fixation" pour d'autres molécules

externes (Tsuneya, 2008 ).

1.1.3. Les troubles de systéme nerveux

Depuis quelques années, on constate, dans les pays industrialisés une augmentation de
certaines maladies neurodégénératives, telles que la maladie de Parkinson et la maladie
d’Alzheimer. Le vieillissement de la population est en partie responsable de 1’accroissement
de ces pathologies (Tsuneya, 2008).

Plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence les effets neurologiques
chroniques résultant de 1’exposition professionnelle aux solvants, a certains métaux lourds et
a certains pesticides mais de nombreuses incertitudes persistent (Theodore, 2014).

Méme en l'absence de maladies neurologiques et neuropsychiatriques, lorsque le
systéme nerveux est expose a des substances toxiques, que ce soit pendant de longues
périodes, méme a des nivaux trés faibles, ou a un moment précis de vulnérabilité comme en
période de développement ou période d'attrition, en peut observe des changement au nivaux
des fonctionu neurophysiologiques et neuropsychologiques. Ces changement se produisent
de facon lente et insidieuse (Joseph, 2003).Ces troubles peuvent concerner le systeme
nerveux central ; I'encéphale et la moelle épiniere. Ils se traduisent par exemple, par des

troubles de la conscience, des modifications du comportement, de la mémoire ou des




capacités intellectuelles (Banwell, 2008).1ls peuvent également toucher le systeme nerveux
périphérique, c’est-a-dire les nerfs et se manifestent alors, par exemple, par des
fourmillements, des douleurs, des difficultés a la marche ou des troubles de la sensibilité. Les
agents environnementaux susceptibles d’entrainer ces effets neurotoxiques sont
principalement des substances chimiques (Pauline, 2006).

1.1.4. Neurotoxicite

La neurotoxicité peut étre définie comme la capacité de provoquer des effets néfastes
sur le systeme nerveux centrale, les nerfs périphériques ou les organe sensoriels(Joseph,
2003) . ou Toute modification altérant la structure ou la fonction du systéme nerveux
résultant d’une exposition a un agent chimique (Melinda, 2014).cette substance toxiques est
capable d'induire un état de dysfonction nerveuse temporaire ou persistant ou encore, une

altération de la structure chimiques ou physique de SN (Julia, 2016).
1.1.5. Agente neurotoxiques

Les substances chimiques ayant des effets neurotoxiques avérés sont trés diverses.

Tableau 1: donne quelques exemples Agente neurotoxiques (Pauline, 2006).

Des agent minéraux aluminium Bromures
Arsenic inorganique Mercure organique
lithium dérivés organique
Manganese plomb

Bismuth thallium

Mercure inorganique de I'étain

Des solvants tous les solvants organique (alcools, glycols,

Hydrocarbures,........ etc)
Des pesticide organochlorés organophosphorés




Anticholinestérasiques

Des monomers Acrylamide Styréne
Méthacrylate de méthyle ....etc.

Des gaz Acide cyanhydrique Monoxyde de
Phosphine carbone....etc

1.1.6. Classification des lésions neurotoxiques:

A-Neuronopathie sensorielles ( ganglionopathies SNS) :constituent un sous-groupe
spécifique de neuropathies périphériques caractérisée par primaire et sélective des
ganglions de la racine dorsale (DRG) destruction neuronale .( Alberto, 2012) Cet a été
pathologiquement démontré avec paranéoplasique SNN ou l'infection a VIH(Thomas,
2005) dans tous ces cas, la dégénérescence dorsale des ganglions de la racine a été
associee a une réaction inflammatoire des cellules T suggére que le trouble est
principalement due a une réponse immunitaire (Jean, 2009). Que le corps cellulaire des
neurones sensoriels est la cible de la toxicité du cis platine est également reconnu, ou, la

toxicité génétique liée a la drogue (Vucic, 2006).

B-Axonopathies (neurofilaments) : sont un enjeu majeur en neurotoxicologie
expérimentale et clinique (Llorens, 2013) Il est un terme générique décrivant une variété
de lésions de I'axone qui se produisent dans le cerveau, la moelle épiniere et des nerfs
périphériques. Des précautions doivent étre prises a faibles grossissements pour veiller a
ce que les criteres de axonopathies (gonflement axonal, la fragmentation, la perte, etc.)
(Tenkova, 2007) Dans ces conditions pathologiques, l'accumulation anormale de
neurofilaments se trouve dans gonflements axonales qui se produisent a des distances
variables corps de la cellule (Laurent, 2000 ).axonopathies neurofilaments sont
également intéressants dans le domaine de la pathogenése neurodégénérative
(Llorens,2013).

C-myélopathie (gaine de myéline) Destruction de la myéline ou atteinte sélective des
cellules myélinisantes (Schmi , 2012), est une dégénérescence de la gaine de myéline

entourant la moelle épiniere. Les actes de la gaine de myéline en tant que voie pour les




signaux provenant du cerveau au niveau des membres et des informations sensorielles a
partir des membres de la cerveau (Kunasz, 2013). Cette dégénérescence se compose de
deux démyélinisation (dépouillant l'isolation des ces fibres) et la perte axonale (perte du
réel fibres) et interfere avec la communication entre le cerveau et les membres
(Salpétriere, 2000).

D-Destruction des terminaisons nerveuses

1.1.7. Nanoparticules et translocation du cerveau

Il'y a eu un argument si oui ou non les NPs peuvent traverser la barriere hémato-
encéphalique (BHE), qui sépare le sang du liquide céphalo-rachidien et est constitué de
cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées qui limitent I'entrée de nombreuses
substances dans le cerveau ( Joanna et al., 2009). Cependant, la perturbation directe des
membranes cellulaires neuronales permettrait leur entrée dans le cerveau (Densiov, 2005).
Les nanoparticules elle modifient le développement des cellules neuronales et modifient

I’activité €lectrique mesurée dans des réseaux de neurones. (OMS, 2002).

Plusieurs études ont suggeéré que la voie de nerf olfactif doit étre considéré comme
une porte d'entrée vers le systeme nerveux central chez I'hnomme par NPs ( Francois, 2008).11
a été également montré que les nanomatériaux est voyage nez le long du nerf olfactif vers le
bulbe olfactif. ( Joanna et al., 2009).

I .1.8. Neurotoxicité de nanoparticule d'oxyde de fer

ION, avec des diametres de I'ordre de quelques dizaines de nanometres, sont capables de
traverser la barriere hémato-encéphalique (Beggat, 2016). Cette capacité les rend tres
appropriés pour un certain nombre d'applications médicales sur le systeme nerveux. Les
effets neurotoxiques potentiels de I'lON devraient étre évalués (Ophélie, 2008). Comme
précédemment décrit, la production de ROS est I'une des principaux mécanismes conduisant
a la toxicité. En effet, le stress oxydatif est impliquée dans la pathogenese des maladies
neurodégénératives telles que parkinson, alzheimer et huntington , et considéré comme un
facteur de risque vieillissement(Comanescu et al.,2015) . Le cerveau est particulierement
vulnérable aux dommages causés par haute teneur en acides gras insaturés facilement
peroxydables , un taux de consommation d'oxygéne éleve et une relative rareté des enzymes
antioxydantes par rapport a d'autres organes. Un certain nombre d'études ont évalué les effets

de ION sur les cellules neuronales cultivées, (Soenen et al .,2011 )a testé ION différents sur




des cellules neuronale progenitrices est observé diminuer la viabilité et capacité des cellules
,déclencher stress oxydatif, et activent des protéine pour réguler le cycle cellulaire et
I'apoptose. Les cellules gliales sont un groupe de cellules non neuronales, astrocytes, des
cellules microglies et des oligodendrocytes dans systeme nerveux central, qui fournissent un
soutien et une protection aux neurones (Erdal et al.,2016). ont signalé que le traitement des
astrocytes de rat avec ION (Fe304 ou g-Fe203) causés inhibition de la fixation des cellules

et entrave la croissance.
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Figure 2 : Représentation schématique de différentes voies d'absorption intracellulaire de
SPION (Ophélie, 2008).

Microglie joue un réle central dans I'immunité innée réponses du systeme nerveux.
Dans une étude récente, exposition des cellules microglies de rat cultivées et traite par ION
conduit a la prolifération cellulaire, phagocytose et génération de ROS et I'oxyde nitrique
(Brigitta, 2012).Plusieurs les symptdmes et signes toxiques tels que I'ennuyeux, l'irritation,
moribond, polypnée, exophtalmie et mydriase, ont été observés mais aucune mortalité. Ainsi
que de le cerveau et les globules rouges acétylcholinestérase, ont été trouvés chez les
animaux exposés indiquant que la transmission synaptique et la conduction nerveuse pourrait
avoir éte affectée par ION (Andrea, 2013). De plus, les macrophages étaient les cellules
principales a internaliser nanoparticules dans le nerf, bien que apoptose a été observee dans
ces cellules, tandis que I'endothélial et les cellules de Schwann, les lymphocytes T étaient

vulnérables a la mort cellulaire (Justyna et al., 2000).
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Figue 3 : Le schéma représentatif des lésions neuronales causées par les
nanoparticules (NP) (Andrea, 2013).

1.2. Le stress oxydant
1.2.1. Définition

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques
de production des ERO et et les antioxydants qui sont responsables de leur contrble et
élimination (Thorin et al., 2010) ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles. Il s’agit
donc d’une perturbation dans I'équilibre pro-oxydant/antioxydant en faveur de la formation
des espéces réactives (Foret et al., 2009) Toutes ces especes sont potentiellement toxiques
pour I’organisme car elles peuvent sérieusement influencer la viabilité des cellules et induire
des réponses cellulaires conduisant a la mort cellulaire. De nombreuses études ont montré
relation entre les dommages oxydatifs de molécules et mécanismes physiopathologiques des
maladies graves comme, neuro-dégénératives et le diabete (Defraigne et Pincemail, 2008).
les EOA sont produites en permanence par notre organisme mais un systeme efficace de
défenses antioxydantes permet de réguler cette production afin de prévenir tout dégat

cellulaire excessif (Pincemai, 1999).
1.2.2. Especes réactives de I’oxygéne

Especes réactives de 1’oxygéne ou Les radicaux libres (RL) sont des espéces
chimiques indépendantes qui contenant un ou plusieurs électrons non apparies (célibataire)
présent de facon  prédominante sur  un atome d’oxygene (Russo
, 1998) Ces especes réactives partagent la méme propriété ; ont de fait une durée de vie
généralement trés courte, trés instables et trés réactifs qui sont toxiques pour 1’organisme

parce que responsables de dysfonctions et de mort cellulaires(Jadot, 1994).
1.2.3. Production des espéces réactive oxygénées

ERO Ces molécules sont tres nombreuses, de forme radicalaire (contenant un
électron non apparié) ou non. Il existe de tres nombreuses ERO mais les plus importantes
sont I’ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyle (Ichai, 2011). L’ion
superoxyde est formé spontanément ou par certaines enzymes comme les oxydases ou les
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale. Il est transformé en peroxyde
d’hydrogéne par I’enzyme superoxyde dismutase .Elle est dégradée en eau et oxygéne par la

catalase et la glutathion peroxydase. En présence de métaux de transition sous forme libre
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(fer et cuivre), elle peut donner naissance au radical hydroxyle qui est la plus réactive et donc
la plus toxique des ERO (Thiebauld, et Sprumont, 2005).

1.2.4. Sources des espéces réactives oxygénées

Les sources endogénes des radicaux libres se situent au niveau des chaines
mitochondriales des cellules aérobies de l'organisme (NADH déshydrogénase), les RDL
peuvent également étre formés au niveau du réticulum endoplasmique, du cytoplasme et de
la membrane cytoplasmique. Dans le muscle, les sites de production sont aussi les
lysosomes, les peroxysomes, le réticulum nucléaire et sarcoplasmique, le sarcolemme et le
sarcoplasme. Les sources exogenes sont multiples: (Thiebauld, et
Sprumont, 1997) Sources exogeénes; ces peuvent étre représentées par des facteurs
environnementaux, produits chimiques ainsi que des contaminations par des métaux lourds

ou certaines carences nutritionnelles (Birben et al., 2012).
1.2.5. Roles pathologique des espéces actives de I’oxygeéne

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de
molécules biologiques, mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et
mutagene des métabolites libérés notamment lors de L’oxydation des lipides, L'oxydation
du cholestérol et L’oxydation des protéinesles radicaux libres oxygénés en excés vont agir
au niveau de deux grandes cibles cellulaires: les membranes et les acides nucléiques (Jadot,
1994).

v Les membranes

Ces action par la lipoperoxydation (LIPOX) , qui l'attaque des acides gras
polyinsaturés (AGPI) par les RDL. La LIPOX provoque une diminution de la fluidité et une
augmentation de la perméabilité membranaire, livrant ainsi le passage a des substances qui
normalement ne passent pas la membrane. La LIPOX est aussi responsable de I'inactivation
d'enzymes membranaires structurales. L’oxydation des AGPI conduit a la formation de
composés peroxydiques et aldéhydiques dont la malondialdehyde (MDA) (Thiebauld |,
1997).

v Les acides nucléiques

Les dommages oxydatifs concernent non seulement les bases nucléotidiques mais

aussi les groupements phosphodiesters ainsi que les oses. Tous les acides nucléiques sont
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concernés (ARN, ADN nucléaire et mitochondrial) . ADN mitochondrial est plus vulnérable
que I'ADN nucleéaire puisque la mitochondrie est le principal organite cellulaire producteur

de radicaux oxygénés (Afect, 2011).

Stress oxydant

ERO et/ou ERN

Attaque des cibles cellulaires

Lipides Protéines Acides nucléiques
! ! iy
* Hydroperoxydes (ROOH) * Protéines carbonylées I * Bases oxydées |
(produits précoces d'oxydation des AGPI) * Produits de glycooxydation
= Aldéhydes (RCHO) — produit de glycation
(produits précoces d'oxydation des AGPI) avancée (AGE)

* Oxystérols
(produits d’oxydation du cholestérol)

= Isoprostanes
(produits terminaux d’oxydation de "'acide
arachidonique)

* LDL oxydées

Figure 4: Représentation schématique des cibles biologiques au du processus de

stress oxydant (Beaudeux, et Durand, 2011).

AGE: produit de glycation avancée; ERO: especes réactives de 1I’oxygéne; ERN: espéces

réactives de 1’azote; LDL: lipoprotéines de basse densité; R: résidu d’acides gras.

1.2.6. Le systeme de défense des anti-axydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, ’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydants (Gardes et al., 2003) .1)a éliminer les especes réactives
et les catalyseurs de leur formation, 2) a induire la synthése des antioxydants et 3) a
augmenter l'activité des systemes de réparation et d'élimination des molécules endommagées.
Les principales types d'enzymes antioxydantes avec autres non enzymatiques
(Pelletier,2004).
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Figure 5: Role central des enzymes antioxydantes dans la cascade oxydante (Pincemail et
al., 1999)

1.2.6.1. Le systeme enzymatique

Ce systeme fait intervenir de nombreuses enzymes de détoxication .sont considérés

comme la premiére ligne de défense de notre organisme contre les ROS (Cesarini, 2004).

e Superoxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines sont des enzymes ubiquitaires localisées dans les mitochondries,
assurent 1’¢limination de 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne (Birben et al., 2012;

Jose et al., 1999; Valéry et al., 2007).

202'_+2H+ — H,0,+0,

e Lacatalase (CAT)

une protéine héminique qui est principalement localisée dans les peroxysomes

Elle assure la transformation en eau et dioxygeéne du peroxyde d’hydrogéne H,O;

(Wassmann et al., 2004).

e Les glutathion peroxydases(GPx)
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Cette enzyme est une scléroprotéine existe sous deux formes, la glutathion
peroxydase sélénium-dépendante (Se GPx) et la glutathion peroxydase selénium-
indépendante(IndSe GPx) (Medart, 2009) Elle catalyse la réaction de transformation des
peroxydes d’hydrogéne H,O, et lipidiques ROOH respectivement en eau et alcool ROH
(Cesarini, 2004).

1.2.6.2. Le systeme non enzymatique
e Glutathion

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Le rapport
glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilise comme un marqueur

du stress oxydant (Defraigne, 2008).

GSH + OH — GS™ + H,0
GSH+ R — GS'+ RH

e LesvitaminesCet E

La vitamine C (acide ascorbique) est présente dans la cellule au niveau du
cytoplasme et des lysosomes. elle est un excellent piégeur des EOA (HOe« ou O2°-) (Ré
et al., 2005). Elle peut aussi réduire le radical o-tocophérol et ainsi permettre une
meilleure efficacité de la vitamine E (Birben et al, 2012).La vitamine E ce terme désigne
un ensemble d’isoméres, les tocophérols et les tocotriénols il piege les radicaux

superoxydes 02" et hydroxyde HO®, et stabilise I’oxygéne singlet 1’0, (Russo, 1998).
1.2.6.3. Antioxydants d'origine végetale
e Polyphénols

Les polyphénols constituent une famille importante d’antioxydants présents dans
les végétaux. lls regroupent une grande variété de composés comprenant entre autres les

flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes que 1’on retrouve
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dans les plantes (Delattre, 2005). L'activité antioxydante des composés phénoliques est
principalement attribuable a leurs propriétés redox, qui leur permettent d'agir comme agents
réducteurs, des donneurs dhydrogéne et extincteurs (quenchers) de I'oxygéne singulet
(Glgin, 2010). Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des EOA et de trés bons

chélateurs des metaux de transition comme le fer et le cuivre (Haleng, 2007).
e Flavonoides

Les flavonoides sont des substances phénoliques formés dans les plantes des acides
aminés phénylalanine, tyrosine et malonate. La propriété des flavonoides la mieux décrite est
leur activité antioxydante et leur capacité a piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles
(OH"), anions superoxydes (O,") et radicaux peroxylipidiques, par la donation directe

d'atome d’hydrogeéne selon la réaction suivante (Finaud, 2006):

Flavonoide (OH) + R* —flavonoide (O°) + RH

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement
hydroxyle (C3-OH) fortement réactif. lls sont également capables de chélater les ions
métalliques (largués a partir de leurs protéines de fixation ou de transport) qui peuvent
renforcer ces effets délétéres par la production des radicaux hydroxyles (OH"). En tant
qu’antioxydants, les flavonoides sont capables d’inhiber la carcinogenese. Ils inhibent en
plus I’angiogenése, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif et métastatique

des cellules tumorales (Ghedira, 2005).

En outre, les flavonoides sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes
génératrices du O, et d’autres ROS, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la

cyclooxygénase, lipooxygénase , monooxygénase microsomal (Densiov, 2005).
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CHAPITRE 11 : NANOPARTICULE D'OXYDE DE FER

11.1. Nanoparticule d'oxyde de fer
11.1 .1.Définition de nanoparticule

Les nanoparticules sont des objets relativement fréquents. Il existe différentes
sources de production des nanoparticules : les sources naturelles, les sources accidentelles et
les sources industrielles (Horde,2014).

Le terme de « nanoparticule » est utilisé lorsque la particule a au moins une de ses
dimensions inférieure a 100 nm (Baroudi,2014).une nanoparticule peut-étre constituée de
quelques dizaines a plusieurs centaines d’atomes. De méme, le nombre d’atomes de surface
augmente avec la diminution de la taille et la réactivité étant souvent liée a des propriétés de
surface(Christelle,2006),cela explique I’intérét développé pour les nanoparticules. Les
propriétés principales sont: optiques, électriques, catalytiques, thermiques, magnétiques,
mécaniques ou encore biologiques(Bing et al.,2008).

11.1.2. Définition de nanoparticule d'oxyde de fer

Le fer est un oligo-élément essentiel pour presque tous les organisme. Parce qu'il
accepte volontiers ou donne des électrons et joue réle crucial dans les activités biochimiques
vitales. Dans des conditions aérobies, Fe (I1) est facilement oxydé en solution de Fe (I1). Le
fer libre est trés réactif et toxique (Bruno,2007).

Les oxydes de fer sont les matériaux magnétiques les plus connus historiquement et
les plus étudiés(Horde,2014), car ils sont omniprésents dans la nature, ils sont faciles a
synthétiser et a faibles codts. leur usage dans les peintures, le traitement des fumées ou
I’agriculture(Christelle,2006).I'oxyde de fer est un composé chimique amorphes qui associe
le fer avec I'oxygéne. En fonction de leur degré d'oxydation, on peut distinguer trois des
polymorphes les plus étudiés sont la magnétite (Fe304), la maghémite (y-Fe203) et
I'nématite (o Fe203) (Arturo et al .,2009).

Les nanoparticules d’oxyde de fer sont classées en deux catégories. Elles sont
appelées USPION (Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxides Nanoparticles) pour des
tailles inférieures a 50 nm (Bing et al.,2008) , et les nanoparticules d’oxyde de fer
superparamagnétiques (appelées SPION) qui possédent un corps d’oxyde de fer, et
enveloppées par des matériaux inorganiques (la silice, 1’or) ou des matériaux
synthétiques/naturels (les phospholipides, acides gras, polysaccharides) (EI mendili,2011).
Les SPIONSs si les particules individuelles ont de taille comprise entre 60 et 150 nm ,doivent

étre biocompatibles, non toxiques et magnétiques( Bruno,2007).
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11.1.3. Les propriétés structurales de nanoparticule d*oxyde de fer
11.1.3.1. La forme hematite

I’hématite (a -Fe203) est I’oxyde de fer le plus stable thermodynamiquement . De
structure symeétrie rhomboédrique (Baroudi ,2014), il présente un faible comportement
ferromagnétique(Hamidouche,2012).elle est majoritairement synthétisée a partir d’ions
ferriques (Fe**) et également formée par grossissement de grains d’oxyde de fer (Fe304 ou a
-Fe203) (Arturo et al .,2009).

11.1.3.2. La forme magnétite

La magnétite Fe304est un minéral noir cristallise contenant a la fois Fe Il et Fe Ill
(El mendili,2011). Elle est construite a partir de I’arrangement cubique faces centrées des
anions oxygene O, (Amedea ,2015). Parmi lesquelles la magnétite est trés prometteur, en
raison de sa biocompatibilité ,composant magnétique a haute fréquence (Kostas,2016).Elle
peut étre precurseur de la maghémite et de I'hématite (Milgram,2008).

11.1.3.3. La forme maghémite

La maghémite (y-Fe203) est un minérale rouge-brun, ferromagnétique, cristallisent et
de structure cubique (Hamidouche,2012).Le fer se trouve totalement dans 1’état trivalent
Fe(ll). La maghémite formé par oxydation de la magnétite est bien ordonné (Kostas,2016;
Matthias,2016). les propriétés physiques de la maghémite varient avec la taille, le désordre
structural interne, 1’état de surface ( Amedea ,2015) .Son 1’utilisation s’est accrue dans de
nombreux domaines de science, de technologie et dans le domaine biomédical(
Milgram,2008) .
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Figure 6: Structure cristallographiques de I'nématite, de la magnétite et de la maghémite (la

boule noire est Fe?*, la boule verte est Fe* * et la boule rouge est O,)(Matthias,2016).

11.1.4. Les propriétés magnétiques

Le magnétisme est un terme pour décrire comment les matériaux répondent a un
champ magnétique (Rahman et al.,2011). Lorsqu'un champ magnétique externe (H) est
appliqué sur un matériau (Laurent,2005), les dipbles nucléaires ont tendance a s‘aligner sur le
terrain, ce qui provoque un moment magnétique. Le moment magnétique est la quantification
des propriétés magnétiques ( Rahman et al.,2011) , ces derniers sont déterminés par la
disposition des électrons dans les orbitales d'une molécule donc le moment magnétique
dépend de rotation globale d'électrons (Sadiq et al.,2014). La quantité de moment
magnétique par unité de volume est définie comme I'aimantation (M). Les électrons circulant
autour les noyaux atomiques qui est chargés positivement et tournant sur leurs axes sont tous
des dip6les magnétiques, également appelés magnétons(Zhang,2015). Il existe différentes
formes de magnétisme qui se pose en fonction de la fagon dont les dip6les interagissent les
uns avec les autres. Les formes courantes de magnétisme sont paramagnétisme,

ferromagnétisme, antiferromagnétisme et ferrimagnétisme(Alloun,2011).
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Figure 7:Différentes orientations de dipdle magnétique. (a) paramagnétique, (b)
ferromagnétique, (c) antiferromagnétique et (d) ferrimagnétique (Lodhia, Mandaran, Ferris,
Cowell,2009).
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Le ferromagnetisme est la propriété qu'ont certains corps de s'aimanter trés fortement
sous l'effet d'un champ magnétique extérieur (Irena,2009). Cette propriété résulte du
couplage collectif des spins entre centres métalliques d'un matériau (Jean,2007), les moments
de tous les spins étant orientes de la méme fagon au sein d’un méme domaine magnétique

lorsque le matériau est aimante a saturation(Mahdavi et al.,2013).

11.1.5. Oxyde de fer superparamagnetism

Les nanoparticules superparamagnétiques d'oxyde de fer (SPION) ont fait I'objet
d'études ans maintenant(Mahdavi et al.,2013). En raison de leurs propriétés magnétiques,
électroniques et optiques, ils sont avérés a étre des candidats prometteurs pour la recherche et
I'utilisation future dans des applications médicales et scientifiques (Cristina et al.,2013). Les
SPIONSs sont constituées de deux composants de base, un noyau d'oxyde de fer magnétique
cristallin de diameétre(5-20 nm) de magnétite (Fe304) et sa forme oxydée maghémite (x-
Fe203) et un revétement de surface hydrophile(de matiéres organiques / inorganiques) pour
augmenter leurs stabilité et la biocompatibilité (Malay,1996).En particulier pour les
nanoparticules d'oxyde de fer, des réactions provoquées par des ions de fer libérés ou sur la
surface des nanoparticules ont été discutées comme déclenchant des effets toxiques
(Jay,2006).

11.1.6. Synthese de nanoparticule d'oxyde de fer

Il existe des méthodes de synthése physiques et chimiques, cependant la voie
chimique est la voie classique la plus courante (Jean,2007)., permet un meilleur contrdle de
la taille a I’échelle nanométrique. Diverses méthodes mais les plus utilisés est la co-
précipitation et la microémulsions (Malay,1996).

Cependant la méthode la plus commune est la co-précipitation de sels de fer. Cette
méthode est la plus facile pour synthétiser des nanoparticules des oxydes de fer dispersées a
taille et propriétés magnétiques  réglables  (présentant un  comportement
superparamagnétique) (Sophie et al., 2008;Cristina et al.,2013).la composition des
nanoparticules magnétiques dépend beaucoup du type de sels utilisés (chlorures, sulfates,
nitrates), du rapport de Fe**/Fe®", de la température de réaction et de la nature de la base sont

facilement ajustables pour contrdler notamment le rendement (Jay,2006). La synthése par
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coprécipitation présente I’avantage de travailler en milieu aqueux, des quantités importantes
de matiere sont disponibles car des réactifs peu colteux utilisé (Ganz et al.,2013).
Récemment de nouvelles synthéses en milieu hétérogene sont apparues, pour la

préparation des sols de magnétite et de maghémite comme la microémulsion; est un systéme
thermodynamiquement stable (Gribouski,2009), ce procedé consiste a dissoudre les
précurseurs ferreux et ferriques, stabilisées par des molécules amphiphiles dans un solvant
organique(Sophie et al.,2014).L’avantage de cette méthode est la réduction de la largeur de
la distribution de taille mais son utilisation reste limitée car le rendement reste trés faible
(Alina et al.,2013).

11.2. Toxicité de nanoparticule d'oxyde de fer
11.2.1. Métabolisme et protéines de fer

De nombreuses protéines ont été identifiées jouant des roles dans le métabolisme du
fer (Sophie et al., 2008). Certaines protéines comme la ferritine ou Tf sont les principales de
fer, alors que les peptides comme le fer régulateur Protéines (IRP), I'nepcidine et la
matriptase (Mt2) sont des déterminants clés de la régulation du fer a différents niveaux
(Mohapatra ,2010). Un ensemble de protéines différentes, notamment des métaux divalents
trans-Porter-1 (DMT1), la ferroportine (FPN1) et les récepteurs de transferrine (Tfrs) en
association avec des ferroxydases telles que le cytochrome B du duodénum, la céruloplamine
(Cp) et la protéine porteuse de I'neme (HCP1) (Brigitta ,2012), sont impliqués dans le
transport de la membrane cellulaire du fer . D'autres protéines la myoglobine (Mb), la Hb, et
de nombreuses enzymes différentes sont les «produits finaux» du métabolisme du fer, parce
qu'ils ont besoin de fer pour leurs fonctions (Mohamed Ahmed Ali,2014).

La transferrine chargée de fer se lie a son récepteur spécifique la surface cellulaire
(TfR1).La voie de la transferrine / TfR1 définit la principale voie I'absorption cellulaire de
fer et certains types cellulaires. Le fer internalisé est utilisé pour le métabolisme et I'excés est
détoxifié par séquestration en ferritine (Sanghoon ,2015).La ferritine est formant une cavité
qui loge jusqu'a 4500 Fe (I11). Transferrine récepteur 2 (TfR2), un proche homologue de
TfR1, principalement exprimee dans les hépatocytes et les cellules hématopoiétiques, ne peut
compenser la carence en TfR1 (Mohapatra ,2010).0n ne sait pas grand-chose sur les
mécanismes de la transport du fer vers les organelles, comme les mitochondries. 1l existe de

fortes preuves de l'existence d'un pool de transit de fer dans le cytosol, qui est lié a des
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chelates de bas poids moléculaire tels que le citrate, 'ATP, I'AMP, ou pyrophosphate
(Gribouski ,2009).

11.2.2. Régulation I'homeéostasie de fer

Les trois types de cellules clés impliqués dans I'noméostasie du fer sont des
entérocytes duodénaux qui absorbent le fer alimentaire, macrophages qui recyclent le fer a
partir d'érythrocytes et d'autres cellules d'hépatocytes qui stockent le fer et peuvent libérer le
cas écheant (Brigitta ,2012). La majorité du fer est utilisée dans hémoglobine, la dégradation
de I'neme est catalysée par le héme oxygénase 1 (HO-1) et ses homologues HO-2 et HO-3,
le Fe (1) libéré est réutilisés. D'autres organes riches en fer sont le foie et les muscles. Le
reste du fer est localisés dans la myoglobine, les cytochromes et les enzymes
(Sanghoon,2015).
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Figure 8: transporte de fer (A) intestinale (B) cellulaire (Beggat,2016)

L'hormone de régulation du fer, I'hepcidine, est un complexe de 2,7 kDa (25
aminoacide) contenant quatre groupes disulfure (Mohamed ,2014). L'hepcidine est
synthetisée et sécrétée par les hépatocytes, circule dans le plasma sanguin en grande partie
libre sauf pour la liaison faible a I'albumine et la 2-macroglobuline (Beggat ,2016), et est
filtré par les reins . la ferroportine est le transporteur qui fournit du fer, stocké ou recyclé ,au
plasma sanguin, l'interaction hepcidine-ferroportine , contrdle le flux de fer dans le plasma et
le fer disponible a tous les tissus qui consomment du fer. Dans le sang, I'hepcidine existe
sous forme mature et pro-hormone. En revanche, I'ARNm de I'hepcidine est supprime dans
I'anémie, mais cet effet est probablement indirect, sur la production d'érythropoiétine (Ganz
et al.,2013).
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I11.1. Les plantes médicinales

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal, voire 1’'unique recours de la médecine de nos grands-parents. Aujourd’hui, I’usage
des plantes en médecine reste tres répandu dans les pays en voie de développement et celui
de la médecine complémentaire et paralléle se fait de plus en plus courant dans les pays
développés (OMS, 2002). Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps comme
reme des contre plusieurs maladies, grace a leur richesse en métabolites secondaires
(Wallace, 2004). lls sont détenu comme la clé de la prise en charge thérapeutique de 150
maladies de natures diverses. Parmi celles-ci, on trouve les maladies bénignes, fréquentes et
moins meurtrieres et celles dites chroniques, incurable, par conséquent a vie, trés
meurtriéres, telles que le cancer, la drépanocytose«l'asthme, le diabéte, le SIDA, etc...
(Mozouloua , 2004).

111.1.1. Les thés vert

Le thé est une ancienne boisson la plus consommeée dans le monde aprés I'eau( Diaz
et al.,2010).. Le the, principalement cultivé et consommé en Asie (Chine, Japon) utilise dans
les systemes de médecine traditionnelle mais aussi prisé au Moyen Orient et en Afrique du

nord, a conquis plus récemment le marché Européen (Yashin et al.,2011).

De plus, L’espéce Camellia sinensis , que ce soit le thé vert (feuilles non fermentées),
fait partie de ces plantes de plus en plus consommées pour leur effet bénéfique et préventif
pour la santé (Yarnell ,2005).Ses propriétés supposées amincissantes, antioxydantes
(polyphénols), stimulantes (caféine) et diurétiques en font une espéce appréciée((Sharangi
,2009). Ont conduit a l'intérét pour les bienfaits potentiels pour la santé de la consommation
de thé.

111.1.2. Espéces botaniques

Le théier ou Camellia (espéce) appartient au genre Camellia de la famille des
theaceae de I’ordre des Theales (Sinija . Mishra,2008) de la classe Magnoliopsidae (Diaz et
al.,2010). Il existe deux variétés (Espéce) principales, la variété sinensis (de Chine) utilisée
plus particuliérement pour la production de thés verts avec des feuilles petites et vert olive et
la variété assamica (d’Assam) utilisée pour les thés noirs a la pousse large, claire et charnue
(Gaboury ,2014).
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111.1.3. Composition chimique des feuilles de thé vert

Les feuilles de thé fraiches contiennent en regle générale 36 % de composés
polyphénoliques .Les éléments constitutifs de la paroi cellulaire représentent environ 45 %
de la matiére séche des feuilles de thé (Nkhili,2009).

Tableau 02 : Composition chimique des feuilles de thé vert (http://www.bodyofmine.com).

Constituant Pourcentage (% de feuilles sechées)
Polyphénols 37,0
Glucides 25.0
Caféine 35
Protéine 15,0
Aminoacides 4.0
Lignine 6.5
Acides organiques 1,5
Lipides 2.0
Cendres 5.0
Chlorophylle 0,5
Substances volatiles moins 0,1
Eléments minéraux 3.0

111.1.4. Les polyphénols du thé vert

Aujourd’hui les polyphénols représentent une classe chimique vaste, regroupant
plusieurs familles chimiques. Le squelette chimique de base est composé d’un enchainement
de cycles aromatiques sur lequel est greffé un hydroxyle phénolique comme principal
groupement fonctionnel (Nkhili ,2009).En général, les feuilles de thé vert contiennent
environ 36% de polyphénols .
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Figure 9 : Structure génerale des flavonols (Sinija ,2008).
111.1.5. Classification des polyphénols

La classification des différentes familles de polyphénols est basée sur la complexité
du squelette de base.
111.1.5.1. Les flavonoides
Les flavonoides sont les polyphénols les plus abondants dans notre alimentation.
(Mossion, 2007). Se divisent en plusieurs sous-familles chimiques. Tous sont dérivés d’un
squelette de base, le 2-phénylbenzopyrane, assemblage de deux cycles aromatiques, ainsi que
d’un noyau pyrane . Le degré d’oxydation du cycle pyrane varie en fonction des sous

familles (Sinija ,2008). Les principaux flavonoides du thé sont les flavanols et les flavonols.

111.1.5.1.1. flavanols

I s’agit de dérivés hydrosolubles, essentiellement représentés par les catéchines ou
flavan-3-ols, représentent les constituants polyphénoliques majoritaires incolores. Les
catéchines sont stockées dans les vacuoles cellulaires (Marthe ,2009). Les flavanols sont les
principaux polyphénols responsables de la saveur apre du thé. Leur passage de la feuille de

thé vers I’infusé est facilité par leur caractére hydrosoluble (Mossion ,2007).

111.1.5.1.2. Les flavonols

Ont une structure chimique proche des flavanols ; seul le cycle pyrane est substitué
par un cycle carboné 4-oxo-3-hydroxy . Trois flavonols principaux, ainsi que leurs
glycosides( Diaz et al.,2010)(Gaboury,2014): la quercétine ,le kaempférol ,la myricétine
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111.1.5.2. Les acides-phénols
On retrouve des teneurs d’environ 5% d’acides-phénols. Leur importance
pharmacologique est nettement moindre, par rapport a celle des autres polyphénols. Les deux
principaux d'acides-phénolique (Okakura ,2001) :
» Les dérivés hydroxylés de I’acide benzoique : I’acide gallique
» Les dérivés hydroxylés de I’acide cinnamique : 1’acide caféique
111.1.5.3. Les tannins
La composition chimique du thé inclut des tanins, une famille chimique regroupant
certains polyphénols ayant la propriété de se condenser avec un sucre ou une autre molécule

a fort poids moléculaire(Marthe,2009).

111.1.6. Utilisation thérapeutique

Les bioflavonoides a base végétale protegent efficacement le corps humain (Peters,
2001).Le thé est lI'une des sources les plus riches d'antioxydants ,l'activitéantioxydante de
diverses qualités de thé descend dans l'ordre suivant: vert>oolong> noir> thé Pu-
erh(Sinija,2008).Les principaux antioxydants dans le thé par de nombreux polyphénols
naturels: sont les catéchines, puis les théaflavines, les thearubigines, les acides
oxyaromatiques, les flavonols, tels que le kaempferol, la myricétine, la quercétine; Les
flavones, telles que l'apigénine; Les dérivés de l'acide gallique, tels que les tanins, etc
(Ho,2012).

111.1.6.1. Antioxydant

Mécanismes proposés d'activité antioxydante des flavonoides du thé inclure la
capacité de donation d'hydrogeéne, la délocalisation les électrons et la chélation des ions
métalliques. Réduction de I'agrégation plaquettaire (Ho, 1992), ou réduction Ischémique (
Diaz et al.,2010). Le thé vert contribue a la prévention des maladies par I'augmentation de la

capacité antioxydante du plasma (Nakagawa, 1999).

111.1.6.2. Anti-carcinogénese

Les polyphénols dans les thés peuvent inhiber la carcinogenése en bloquant
formation endogene de nitrosamines, aromatiques polycycliques des hydrocarbures et des
amines hétérocycliques (Bu-Abbas et al.,1995) et peuvent diminuer la formation de

métabolites oxydes de ADN. le thé Diminuer les produits putréfiants et augmenter les acides
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organiques. Plus récemment, les effets prooxydants de ces composes, ont été suggérées

comme des mécanismes potentiels pour la prévention du cancer (Marthe,2009).

111.1.6.3. Stimulant du systeme nerveux central

Le thé contient des alcaloides de xanthine hydrosolubles tels que la caféine, qui
stimulent le systéme nerveux central et glandes surrénales. La caféine augmente la secrétion
du neurotransmetteur norepinephrine et de I'nhormone surrénale épinéphrine, tout en bloquant
récepteurs l'adénosine centrale (Gawin., 1988, Gilman et al., 1985). l'acide aminé présent
dans le thé, peut aider a prévenir la diminution de la mémoire par en diminuant la mort des
cellules neuronales. L'épigallocatéchine gallate (EGCG) peut aussi atténuer la production de
peroxyde dans les cellules gliales par inhibition de la désamination de monoamines ou
agissant comme un piégeur de radicaux libres, réduisant ainsi les dommages neuronaux
oxydatifs associés a diverses maladies neurodégénératives .En outre, le polyphénole dans le
thé a été montrée pour affecter directement les régions du cerveau qui contrdlent lI'attention et

la capacité a résoudre des probléemes complexes(Mazzio, 1998).

111.1.6.4. Thermogenese (oxydation des graisses et de la dépense énergétique)

En inhibant la catéchol O-méthyltransférase (COMT), le enzyme qui dégrade la
norépinéphrine, les catéchines du thé prolongent la vie de la norepinephrine dans la fente
synaptique (Yarnell ,2005), tandis que le thé alcaloides inhibent les phosphodiestérases, ce
qui prolonge la durée de vie d’AMPc dans la cellule, ce qui entraine une augmentation et

effet prolongé de la norépinéphrine sur la thermogenése (Dulloo ,1999).
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Figure 10: Effet du thé vert (polyphenoles) (Roman, 2013).
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I11.2. Quercétine
111.2.1. Définition de la quercétine

La quercétine est un bioflavonoide de composé polyphénolique largement étudié et
distribué dans les plantes supérieures (Gregory,2011). Elle présente dans les fruits
comestibles, Iégumes des herbes, des huiles et de la thé (Das ,2008),0u des produits
connexes, par exemple les pommes, les oignons et le vin rouge. Dans les aliments, la
quercétine est habituellement Glycosidés, principalement liés au glucose et au rutinose (a 6-
O-rhamnosyl-glucose)  (Alrawaiq ,2014).La quercétine revét une importance
d'ethnopharmacologie comme son utilisation comme antioxydant, anticancéreux et
neuroprotecteur. Ces produits naturels sont connus pour leurs effets bénéfiques sur la santé
(Singh ,2013).

111.2.2. Structure de la quercétine

Une molécule de quercétine (3,3', 4', 5,7-pentahydroxyflavone), contient de 3
anneaux et 5 groupes hydroxyles dont la présence détermine I'activité biologique du composé
et le nombre possible de dérivés (Parul ,2007). Les principaux groupes de dérivés de la
quercétine sont les glycosides et les éthers ainsi que les substituants de sulfate et de prényle
les moins fréquents (Singh ,2013).Elle se trouve généralement conjugués dans les plantes
comme glycone (principalement liés au glucose et rutinose) ou conjugués sous forme du
hydrates de carbone (Materska ,2008).

111.2.3. Propriétés physiques

Malgré la présence de cing groupes hydroxyle, la molécule de quercétine a un
caractére lipophile. Les dérivés de la quercétine peuvent étre a la fois lipo- et hydrophiles
(Aneela ,2014). La glycosylation d'au moins un groupe hydroxyle de dérivés de quercétine
entraine une augmentation de son pouvoir hydrophile (Eva ,2001). Ce changement de
caractéere de lipophile a hydrophile est tres important aux plantes pour les dérivés
glycosidiques de la quercétine, qui sont solubles dans le cytosol, peuvent étre transportés
plus facilement vers diverses parties de la plante et stockés dans des vacuoles (Ebenezer ,
2015).
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111.2.4. Propriétés chimiques

La propriété chimique la plus largement étudiée des composés phénoliques est leur
activité antioxydante. Démontré que l'activité antioxydante d'un composé est déterminée par
la présence de groupes hydroxy libres et leur emplacement mutuel (Rice et al., 1997). Méme
si la présence d'un groupe hydroxyle au niveau du carbone C-3 de la quercétine permet la
régénération de I'ion catéchol par I'addition du proton de la solution (Goupy et al., 2003).
Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques sont liés a leur aptitude a transférer
un hydrogéne ou un électron, ainsi qu'a la chélation d'ions métalliques et a I'inhibition de
l'activité des oxydases (Burda ,2001). De plus, l'activité antioxydante est souvent
accompagnée par l'activité antivirale et antibactérienne de ces composés (Chun et al., 2005).
est principalement responsable du pouvoir de balayage élevé. L'activité antioxydante
inférieure de dérivés de quercétine est principalement due au blocage de groupes hydroxyle
par des substituants sucre ou alcoxyle. Compte tenu du nombre de facteurs qui déterminent

les propriétés chimiques des dérivés de la quercétine (Alrawaiq,2014).
111.2.5. Pharmacocinétique et la biodisponibilité

La quercétine est une molécule polyvalente avec nombreuses propriétés
pharmacologiques, Antioxydant, neurologique (Ebenezer, 2015), antiviral, anticancéreux,
Cardiovasculaire, antimicrobien, anti-inflammatoire, hépatoprotecteur et un agent anti-
obésité (Comalada ,2005).

111.2.6. La quercétine est Chélation des ions métalliques

Les flavonoides capables de chélater les ions Fe® * ou Cu?* les rendent inactifs pour
participer aux réactions de radicaux libres (Morel et al., 1993 )Les ions du fer est essentiels
pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent notamment dans la composition
des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du systétme de défense antioxydant (par
exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux du cuivre pour le superoxydedismutase) (
Nkhil ,2009).Mais ils sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle par la

réduction du peroxyde d’hydrogene selon la réaction de Fenton :

H,0, + Fe’ »'OH + OH + Fe**
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En outre, I’autoxydation des ions Fe?* et est une source de superoxyde et peroxyde
d’hydrogene. Ainsi, complexer les ions du fer sous une forme qui bloque leur activité redox
est un mécanisme d’action antioxydante. Divers polyphénols abondants dans les plantes et
dans I’alimentation sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques (NKkhili,
2009). La complexation des ions métalliques par les polyphénols induit typiquement un
déplacement bathochrome de leurs bande d’absorption dans le domaine UV-Visible. Les
études menées par Van Acker et ses collaborateurs sur la chélation des ions du fer par
certains flavonoides ont mis en évidence les sites essentiels pour la chélation des ions
métalliques: 31(i) les groupes 3’-hydroxy et 4’-hydroxy du cycle B, (ii) les groupes 3-
hydroxy et 4-oxo du cycle C, (iii) les groupes 4-oxo et 5-hydroxy. Ainsi, la quercétine qui
combine tous ces substituants est un complexant métallique particulierement efficace
(Murota ,2003).
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I.1. Matériels
1.1.1. Matériel végétal
1.1.1.1.Thé Vert

La plante utilisée dans ce travail le théier (Camellia sinensis) appelé aussi thé vert ,
espéce d'arbustes de la famille des Théacées. largement cultivé pour ses feuilles qui une fois
séchées , servent a la préparation par infusion duthé. 1l est originaire d'Extréme-

Orient,ancienne boisson la plus consommeée dans le monde apres d'eau.

Figurel1 :Camellia sinensis (Vinson ,2004)
1.1.1.2. Extraction des flavonoides (fraction acétate d'éthyle et 1-butanol)

.Les solvants que nous avons employé pour le partage liquide-liquide sont :I'acétate
d'éthyle et le 1-butanol.

Les résidus secs obtenus par évaporation du filtrat méthanolique de chaque partie de
la plante étudiée , sont partagés entre 10ml d'acétate d'éthyle et méme volume d'eau distillée
dans une ampoule a décanter .Aprés agitation et décantation des deux phases , la
phased'acétate d'éthyle est récupérée et la phase aqueuse est a nouveau partagée avec 10ml
d'acétate d'éthyle. La phase d'acétate d'éthyle est récupérée , additionnée a la précédente et
séchée par un évaporateur rotatif sous pression réduite a 60 ° C .le résidu sec est repris par
quelques millilitres de méthanol et conservé a 4 ° C . cette fraction est la phase d'acétate
d'éthyle.

La phase aqueuse issue de l'extraction avec l'acétate d'éthyle est , quant a elle
partagée avec 10ml du 1-butanol. L'opération est répétée deux fois et la phase 1-utanol est
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séchée au rotavapeur a 60°C. Le résidu sec est repris par quelques millilitres du méthanol et

conservé a +4°C. Cette fraction est la phase butanolique .
1.1.2. Matériel animal

Notre étude a été réalisée sur vingt (20) rattes femelles Wistar Albinos ages de 10 a12
semaines et pesant entre 165¢g et 250g. Ces animaux amenés de l'institut pasteur d'Alger,et
élevés a I'animalerie au niveau de la faculté de sciences de la nature et de vie al'université
d'El-oued. Dans des conditions environnemental standard: tempeérature 25C°, etl'humidité
64.5% et un cycle de la lumiére 12h/24h). Les animaux ont un acces libre a ’eauet a la

nourriture par un régime standard (Southon et al., 1984).

Tablea03 : Composition de régime standard. (Southon et al., 1984)

Mais 326 32.6

Saccharose 326 32.6

Protéine 168 16.8
Cellulose 40 4
Minéraux 20 2
Vitamine 20 2
Huile 40 4

1.1.2.1. Elevage et mesure du poids

Les rattes sont logées dans des cages en plastique, chaque cage regroupe cinq rattes .
Ces cages sont nettoyés une fois chaque deux jour jusqu’a la fin de l'expérimentation. Le
poids a été mesuré de fagon réguliére chaque semaine en utilisant une balance électronique
(10-3) de type KERN EMB 2200-O.
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1.1.2.2. Traitement des animaux

Premierement, les rats ont été soumet a une période d’adaptation pendant 15 jours.

Les rattes sont regroupées en 4 groupes .

v

Groupe 01 (témoin): 5 rattes témoins saines recevant un régime standard pendant 15
jours(T).

Groupe 02 (dose de SPION):5 rattes recevant chaque jour 150 pg/kg des
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques dissous dans 1'eau distilléavec
un régime alimentaire standard pendant21 jours (D).

Groupe 03 (dose de SPION+ quercétine): 5 rattes recevant chaque jour 150 ug/kg
des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques dissous dans 1'eau distillé
pendant 21jours et traité par 10 mg/kg de quercétinependant 15jours avec un régime
alimentaire standard (D+Q).

Groupe 04 (dose de SPION + the vert): 5 rattes recevant chaque jour 150 pg/kg des
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques dissous dans l'eau distillé
pendant 21jours et traité par 400 mg/kgde extrais thé vert pendant 15jours avec un e

régime alimentaire standard (D+t).

1.1.3. Réactifs et produits utilisés

Nanoparticules d’oxyde de fer ,Quercétine ,Chlorure de sodium (Nacl) ,Méthanol, Bleu
de Comassie ,Acide phosphorique (H3PO4),Sérum bovin albumine (BSA),Acide
trichloroacétique (TCA),Acide thiobarbiturique (TBA),butylhydroxytoluéne (BHT),Chlorure
d’hydrogéne HC1 ,Tris ,Acide salicylique ,DTNB(5-5'-dithiobis2-nitrobenzoique) ,Peroxyde
d'’hydrogéne (H202) ,GSH, acide sulfurique ,CDNB (1chloro 2,4 di nitrobenzéne) ,KH2POA4.
Le kit de réactif de fer sérique, sont achetés du SPINREACT (Espagne).

1.1.4. Matériels de laboratoire

v
v
v
v
v
v

*Evaporateur rotatif de type BiichiRotavapor R-200.

*Centrifugeuse horizontale de type SIGMA.

*Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240.
*Bain-marie de type MEMMERT.

*Etuve de type MEMMERT.

*Balance électrique de type KERN EMB 2200-0O.
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*Balance analytique de type KERN ABJ/ABS.
*Agitateurs magnétiques a plaque chauffante.
*Analyseur clinique automatisé de type BIOLIS 24l.
*Analyseurs d’hématologie de type Medonic.

* Micropipette. *Hown.

NN N N N SR

* Verreries (bucher, erlenmeyer, éprouvette, tubes a essai, Pipette graduée...).
1.1.5.Etude de comportement
1.1.5.1. Protocole

L'appareil se compose d'une boite de démarrage modulaire, d'un corps de labyrinthe a
4 bras et d'une boite de but ,a la fin de la boite de but est une cage ; sont modulaires pour
permettre le nettoyage et la modification du labyrinthe. Les bras de labyrinthe ont 45 cm
de long, 7 cm de haut et 5 cm de large. Les portes menant aux bras consécutifs du
labyrinthe sont de 4 cm x 4 cm et sont situées a 11 cm des parois extérieures du
labyrinthe. La boite de but est de 19,5 cm de long x 7 cm de haut x 5 cm de large. La
boite de départ est de 8 cm x 9,5 cm x 7 cm.

1.1.6. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

Aprés 36 jours de traitement les rattes de 4 lots sont mis a je(ine pendant 16 heures puis
ontété sacrifiés (par décapitation), le sang est immédiatement recueilli dans deux tubes
polyéthyléne. L’un contient 1’anticoagulant EDTA et ’autre étant sec, ce dernier esSt
centrifugé a 3000 tours/min pendant 15 minutes pour le dosage des parametres biochimiques
(Fer sérique),et le sang mis dans des tubes contenant I'EDTA, une utilisé pour le dosage des
paramétres hématologiques (GR,GB,HB,LYM,PLA). Les animaux sacrifiés ont été peses
puis disséques pour le prélevement cerveauxont été pesés puis stockés au congélateur pour le
dosage des parametres du stress oxydant (protéines, glutathion S-Transférase, glutathion

,Malondialdéhydeet catalase).
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[ 25 rattesfemellesWistar Albinos ]

A
C

5
rattesTemoinsai . . -
n

EXAMEN DU COMPORTEMENT

Prélevement de sang
Prélevement des Cerveau

Préparation de
I'homogénat

Fer sérique - Hémoglobine

Coupe
histologique

-Globule rouge
- Lymphocytes

-Monocytes

Figure12: Protocol expérimentale de I'étude.
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1.2. Méthodes

1.2.1. Méthode de préparation de I'extrait

50g Matériel sec et broyé

Extraction méthanolique 500 ml
(24h)

Filtration

Extraction méthanolique

Evaporation a sec (60°c)

Addition de I'eau distillée bouillant (500 ml)x2

Phase acétate
d'éthyle

Phase aqueuse

lExtractlon par le 1-butanol (500 ml)x2

Phase

Phase-1

Butanol aqueuse

Figure13:Méthode de préparation de I'extrait (Bekkaraet al., 1998)

1.2.2.Test de comportement

A- Chaque jour, les animaux sont déplacés dans la salle de test de comportement au moins

une heure avant le test afin de leur permettre de s'accrocher a I'environnement de test.

B- Avant le début du test, les aliments et I'eau sont placé dans la boite de but. Cela garantit
que les animaux sont surtout destinés a l'alimentation et a I'eau avant d'étre testés ; pour

naviguer dans le labyrinthe.
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C-Placez la cage correspondant au premier animal a la fin de la case de but.

D- Charger la premiére souris dans le labyrinthe, la placer dans votre main. Placez la souris

dans la boite de départ et remettez le couvercle en place.

E- Lorsqu'il est en mesure d'observer le labyrinthe sans obstruction, ouvrez la porte de la

boite de départ et commencez immédiatement chronometres.

F-Lorsque les quatre pattes de la souris ont quitté la boite de départ, fermez la porte de la

boite de départ et arrétez la premiére minuterie.

G- Une souris entre dans une nouvelle zone ou un bras du labyrinthe lorsque les quatre pattes

ont traversé cette zone.

H-Lorsque les quatre pattes entrent dans la zone de but, fermez la porte qui méne entre le

labyrinthe et la case de but.

I-Quand la souris est completement entrée dans la cage pseudo-maison, fermez la porte entre

la boite de but et la cage. Arrétez chronomeétre.

J- Comptez le nombre d'erreurs que la souris a effectuées.d'enregistrer d'autres essais de

labyrinthe pour permettre la notation ultérieure par ceil.
K- Répétez les étapes pour toutes les souris dans de test.
1.2.3. L'analyse phytochimiques

Sont des tests qualitatifs qui permettent decaracteériser les différents groupes
chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont desréactions physicochimiques qui

permettent d’identifier la présence des substances chimiques.

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits préparés de la plante en
milieuaqueux par des techniques de caractérisation qualitatives, selon les méthodes de
(Evans.,2009; Harborne., 1998; Wadood et al., 2013).

v' Flavonoides

Ajouter dans un tube a essai, 5ml d'extrait a tester, 5ml ammoniac dilué et 1ml H2SOA4.

L'apparition d'une coloration jaune prouve la présence des flavonoides.
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1.2.3.1.Méthode de dosage des Flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par

Dehpeur et al. ,(2009) : 500 ul de chaque extrait a analyser sont ajoutés a 1500 ul de
méthanol a 95 %, 100 ul de AICI3a 10 % (m/v), 100 ul d’acétate de sodium 1 M et 2,8 ml
d’eaudistillée. Le mélange est agité puis incubé a 1’obscurité et a température ambiante
pendant 30min. Le blanc est réalisé par remplacement de I’extrait par du méthanol a 95 %
etl’absorbance est mesurée a 415 nm en utilisant un spectrophotometre UV. Les résultats
sontexprimés en mg équivalent quercétine/g de matiére végetale seche en se référant a la
courbed’étalonnage de la quercétine .La courbe d’étalonnage de la quercétine est effectuée
par quercétine a différentesconcentrations (10 - 20 - 30 - 40 ug/ml), dans les mémes
conditions et les mémes étapes du dosage.

1.2.3.2.Effetscavenger du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire de I’extrait a été évaluée, in vitro, par le test de DPPH. Cette
méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de
couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux
libres,et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine (Cuendetet al., 1997). Ceci permet de
suivre lacinétique de décoloration a 517 nm. Pour cela, 50 ul d’une dose 0.2g/l de I’extrait
ont étéincubé avec 5 ml d’une solution méthanolique de DPPH a 0.004 %. Apres une
périoded’incubation de 30 minutes, 1’absorbance a 517 nm ont été enregistrée. Le résultat
obtenupour I’extrait ont été exprimé par rapport a ceux obtenus pour 1’acide galliques et
I’acideascorbique comme des antioxydants de référence. Le pourcentage d’inhibition (I %)
duradical DPPH par ’extrait a été calculé comme suit:

| % =[(AC — AE) / AC] x 100

AC: absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)

AE: absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)
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1.2.4. Dosage des parameétres biochimiques sériques

1.2.4.1. Méthode de dosage de fer sérique
v" Principe

Le dosage de fer sérique se fait selon une méthode colorimétrique. A pH 4,8 le ferFerrique
(Fe™™™) est libéré instantanément de la transferrine. L’acide ascorbique le réduit enfer ferreux
(Fe™). La ferrozine forme avec le fer ferreux, un complexe coloré soluble,mesurable de 560
a 580 nm. La présence de thiourée permet d’éliminer 1’interférence des ionscuivreux
(Williams et al., 1977).

1.2.5. Dosage des parametres hématologiques

Les parameétres hématologiques (hémoglobine, globules rouges, Granulocyte,)
sontdéterminés par la méthode de Coulter en utilisant I’autoanalyseur d'hématologies de

typeMedonic spécifique de ’FNS (formule de numération sanguine).
1.2.6. Méthode de dosage des parametres de stress oxydatif
1.2.6.1. Préparation de I’homogénats des organes

Pour préparer ’homogénats, un gramme de tissu (cerveau) est broyédans la solution de TBS
(Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4) jusqu'a I'obtention d'unesolution homogene pour
chaque rat . L’homogénat est centrifugé a 3000 t/min pendant 15minutes. Le surnageant
obtenu est récupéré puis conservés a -20°C.Cette surnageant estutilisé pour le dosage des

parameétres de stress oxydatif.

1.2.6.2. Méthode de dosage des protéines tissulaires

Les proteines tissulaires a été déterminés suivant une méthode colorimétrique par un
spectrophotométre de type SHIMATZU en utilisant le bleu de Comassie comme réactif qui
est réagi avec les groupements amines (-NH2) des protéines pour former un complexe de
couleur bleu. (L'apparition de la couleur bleue refléte le degré d'ionisation du milieu acide et
I'intensité correspond a la concentration des protéines). L'absorption est mesurée a 595 nm
(Bradford, 1976).
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- Préparation de réactif de Bradford

e Dissoudre 100 mg de bleu de coomassie dans 50 ml d'éthanol (95%).

e Agiter le mélange pendant 2 heures avec un agitateur a I’abri de la lumicre.
e Ajouter 100 ml de I'acide orthophosphorique (H3PO4) (85%).

e Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.

e Filtrer la solution obtenue avec un papier filtre.

Ce réactif est stable pendant 2 semaines a 4°C .

1.2.6.3. Méthode de dosage des Malondialdéhyde (MDA) tissulaires
v Principe

Les composeés carbonylés a I'instar du malondialdéhyde réagissent avec I'acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532
nm(Yagi, 1976).

v' Réactif : Pour 100 ml de réactif

Acide trichloroacétique (TCA) 20% P/V; Acide thiobarbiturique (TBA) 0,375%
P/V;Butylhydroxytoluéne (BHT) 0,01% P/V ; Chlorure d'hydrogéne (HCI) 1 N. 375 mg de
TBA,20g de TCA, 0,01g de BHT, 25 ml de HCI 1 N et 50 ml d'eau distillée ont été introduit
dansun bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un bain Marie jusqu'a
dissolutioncompléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100 ml et le volume complété

a l'eaudistillée jusqu'au trait de jauge.
v' Mode opératoire

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100 pl d'échantillon, 400 ul de réactifTBA et
fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C pendant 15minutes.
Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubesouverts pour
permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000tours/minutes
pendant 5 minutes et lire [I'absorbance du surnageant a 532 nm a laide

d unspectrophotometre.
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v Expression des résultats

La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient
d'extinctionmoléculaire du MDA (3 = 1,53 105 M-1 cm-1). Les résultats ont été exprimés en

umol/l.LMDA (pmol/mgdeprot) = (Do échontillon/1. 53 x 10”5)/mg de prot.
1.2.6.4. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH) tissulaires
v Principe

Le glutathion a été déterminé suivant une méthode colorimétrique de (Weckbercker&Cory,
1988) par un spectrophotomeétre, la mesure de la densité optique résulte de laformation de
I'acide 2- nitro-5 mercocapturique a partir de la réduction de 1’acide dithio-bis2-
nitrobenzoique ce qu’on appelle réactif de d'Ellman avec les groupements SH existent dans

leGSH.

v" Mode opératoire

- Peser 250mg de tissus hépatique.

- Broyer le tissu avec 10 ml de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) jusqu'a
I'obtention d'une solution homogéne.

- Prendre 0.8 ml de solution homogene et 0.2ml de I'acide salicylique (0.25%) solution
2.

- Meélanger avec I’agitateur et laisser 15 minute dans le réfrigérateur puis centrifuger a
1000 t/min pendant 5 minutes et le surnagent utiliser pour le dosage de glutathion
comme suite.

- Mélangé

- 0.5 ml de surnagent.

- 1ml de solution tampon tris avec NaCl solution 1.

- 0.025 ml de DTNB (0.01mol) méthanol solution 3. Laisser le mélange 5min de
température de chambre puis lire I'absorbance avec spectrophotometre d'absorption
moléculaire a 412 nm contre le blanc (eau distillé).

v' Calcule

Do»x1x1.525

GSH)(nM/mg de prot ) = d
(CSH)(nM/mg de prot ) = 150335 0.8 x 0.5 xmg de prot

13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.
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DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

1.525ml: volume total de mélange.

0.5ml: volume de solution surnagent.

1: volume de mélange de protéine.

0.8ml: volume de solution homogeéne sans protéine existe dans 1ml.
(GSH): concentration de glutathion.

d : facteur de dilution.

1.2.6.5. Méthode de mesure de I’activité de Glutathion S-Transférase (GSTS)
v" Principe

La méthode utilisée pour doser les GSTs est celle de Habig et al. (1974); celle-ciconsiste
a faire agir les GSTs contenus dans ’homogénat sur un mélange (GSH + CDNB) aune
température de 37°C et a un pH de 6.5. La variation de la densité optique, due al’apparition
du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a unelongueur
d’onde de 340 nm.

v" Mode opératoire

Reéactifs Blane (ul) Essai pl)
=  Tampon phosphate (0.1M) pH 6.5 850 830
= CDNB (0.02M) 50 50
= GSH(0.1M) 100 100
=  Homogénat - 20

CDNB: 1 chloro 2, 4 di nitrobenzéne

La valeur de la densité optique du blanc (conjugaison spontanée du substrat) a
étéensuite retranchée a la valeur de chaque essai afin de mesurer la variation due uniguement
al’activité de I’enzyme.La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :GST

(nmol GST/min/mg protéine) = (DO échant/min — DO blanc/min)/(9.6 X mg de proteine).
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1.2.6.6. Méthode de dosage de I’activité enzymatique du catalase
v" Principe

Un mélange est constitué de 1 ml de tampon phosphate (KH2PO4, 0.1 M, pH 7.2),0.975 ml
de H202 fraichement préparé (0.091 M) et de 0.025 ml de la source d’enzyme(homogénat).

L’absorbance est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes (Clairborne,1985).
v’ Calcule

L’activité enzymatique est calculée en terme d’unité internationale par minute et par

gramme de protéine (Ul / min/g de protéine), selon la formule :

Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A2) /g de protéine

Al : Absorbance a la premiére minute.

A2 : Absorbance a la deuxiéme minute.

T : Intervalle de temps en minute.

1.2.6.7. Méthode de dosage de I'activité du glutathion peroxydase (GPx) tissulaires

-Principe

Dans notre étude, L'activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été
mesurée par la méthode de (Flohe et Gunzler, 1984), en utilisant un spectrophotomeétre de
type SHIMATZU. Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d'hydrogene
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

GPx
H202+2 GSH — GSSG +2 H20

- Mode opératoire

Nous avons procédé aux étapes suivantes:

v Prélever 0.2 ml de I'nomogénat (surnageant).

v Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

v Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
v"Incuber au bainmarie a 25°C, pendant 5 min.
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v' Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.
Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.
Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
Centrifuger durant 10minutes a 3000 tours /minutes.
Prélever 0.48 ml du surnageant.
Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.
Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM).

AR N N N N SR

Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.
- Calcule
La détermination de l'activité enzymatique de la GPx se fait a I'aide de la formule suivante:

GPx (umol GSH/mg de prot) = [ (Do échantillon — Do étalon) x 0.04] x 5/mg de prot)

Do étalon

DO échantillon: Densité optique de I'échantillon.
DO étalon: Densité optique de I'étalon.

0.04: Concentration de substrat (GSH).

1.2.7. Méthode d'analyse statistique

L'évaluation statistique est effectuée par le test Anova . Les résultats obtenus ont été
exprimés par la moyenne de quatre répétitions pour chaquegroupe (z I'écart type) pour 20
rats, et pour mieux visualiser les résultats on utilise la représentationgraphique, les
histogrammes. Alors, on utilisant EXCEL (version2007) etaussi, pour lescomparaisons des
moyennes en utilisant logiciel MINITAB (version13) qui nous aide pour faire ce travail,

lasignification est déterminée par la valeur critique a=0,05.
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11.1.Résultats
11.1.1.Etude phytochimique et dosage des Flavonoides
11.1.1.1. Tests phytochimiques

Tableau 4: Tests phytochimiques de I'extrait de Camellia sinensis

Composés | Réactifs | Présence
Flavonoides | H2S04 | (+++)
+: présence

Tableau 05: Contenu en Flavonoides de I'extrait de Camellia sinensis

Plante Flavonoides
Camellia sinensis 21.491

11.1.1.2. Evaluation I'activité antioxydante

Nos résultats montrent que I'extrait de Camellia sinensis dans deux Phase
acetate d'éthyle et butanol a une activité antiradicalaire tres important comparable a

I’effet acide Ascorbique. Par contre dans I’extrait brut moins 1’activité antiradicalaire.

Tableau 6: Evaluation I'activité antioxydante dans I'extrait

Extrait 1C50
Ascorbique 1
Brut 21
Phase acétate d'éthyle 4
Phase butanol 3.3
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Figure 14: Valeur IC50 de Camellia sinensis et composeé standard (acide ascorbique).

11.1.2. Effet de traitement par Camellia sinensissur et quercitine sur le
comportement chez les rattes contaminées par le Nanoparticule d'oxyde de fer
11.1.2.1. Comportement des rattes apres traitement par le Nanoparticule d'oxyde
de fer

Nos résultats remarqué que les signes cliniques suivants : perte d’équilibre,
d’une diminution de la mobilité, poils piqués, enfin une exophtalmie des yeux. Et
aussi une augmentation significative des temps et des nombre d’erreurs chez groupe
(D) par apport (T), par contre une diminution significative chez les deux groupe
(D+Q),( D+t) par apport groupe (D).

Tableau 7:variation de Paramétres Comportement chez le groupe témoin et les

.groupes expérimentaux

Parameétres T D D+Q D+t
Temps(s) | 10,40 + 1,29 | 17,40+ 1,12* | 14,40+ 2,09V | 10,40 +1,21N*

Nombre des | 12,40 +2,25 | 12,40 +2,32"5 | 12,20+ 2,35NA [ 11,20 +2,71*"
erreurs
Moy + S.E.M. de 05 rattes de chaque groupe.

*p <0.05; **p < 0.01; *** p < 0.001 comparaison avec le groupe témoin.

Ap <0.05; B p<0.01; Cp<0.001 comparaison avec groupe le Nanoparticule d'oxyde de fer.
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Figure 15: Variation de Parametres Comportement chez le groupe témoin et les
groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: *p < 0.05; ** p < 0.01;
***p <0.001, Comparaison avec groupe SPION : Ap<0.05;Bp<0.01;Cp<

0.001, n= 5 rattes.

11.1.3.Effet de traitement par Camellia sinensis et quercitine sur la croissance

corporelle et le poids relatif de organe

11.1.3.1.Etude de la croissance corporelle et le poids relatif de organe

D’apres notre résultats on observe n'ont aucun effet significative sur le poids

relative du cerveau chez le groupe témoin et les groupes expérimentaux.

Tableau 8: Poids initiale, Gain du poids et poids relative du cerveau chez le groupe

témoin et les groupes expérimentaux.

Paramétres T

D

D+Q D+t

Poids initial (g) 180,20 +3,37 187,20 £9,67" | 181,20+4,97NSNS | 181,20+4,97NsNs

Gain du poids 0,657 £0,153 | 0,829 + 0,145N° | 0,467+0,071" N> | 0,609 + 0,139NSNS

relative
(%)

Poids Cerveau | 0,9328+ 0,0261 | 0,9941+0,0621NS | 0,757+0,138NSNS | 0,754+ 0,142 NSNS

Moy + S.E.M. de 05 rattes de chaque groupe.

*p < 0.05; **p < 0.01; *** p < 0.001 comparaison avec le groupe témoin.

A p<0.05; B p<0.01; C p< 0.001 comparaison avec le Nanoparticule d'oxyde de fer.

48




CHAPITRE II Résultats & Discussion

190 0,012

NS
188 0,01

186

NS NS
184 0,008 X:

S
S S '

182 T 0,006
1

80 0,004
178
176 0,002
174 0 | e

T D D+Q D+t

T D D+Q t

Piods intial(g)
Piodes relative (g)

Figure 16: Variation du Poids relatif de Cerveau, chez le groupe témoin et les
groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin : * p< 0.05 ;**p< 0.01; ***
p< 0.001, avec groupe traités par SPION : A p<0.05; B p<0.01; C p<0.001,n=5
rattes.

11.1.4.Effet de traitement par Camellia sinensis et quercitine sur des parameétres
hématologiques,biochimiques chez les rattes contaminées par le Nanoparticule
d'oxyde de fer

11.1.4. 1. Etude des paramétres hématologiques

Les résultats présentés dans le tableau 06 et la figure 17 indiquent que la
concentration d’hémoglobine diminue de fagon hautement significative chez le
groupe traités par SPION (D) par apport au témoin (T) et une augmentation
significative chez le groupe (D+Q) , hautement significative chez le groupe (D+t) par
apport groupe (D). Ainsi, les résultats montrent une augmentation hautement
significative de nombre des globules rouges chez le groupe (D) par apport témoin (T),
diminution hautement significative chez les deux groupes traite (D+Q),( D+t) par
apport groupe (D). Par ailleurs, le nombre des plaquettes diminuent de facon
hautement significative chez le groupe (D) par apport témoin (T) et aussi,
augmentation significative chez les groupes traite (D+Q),( D+t) par apport groupe
(D). Les resultats indiquent une déférence significative des nombres des lymphocytes
, des monocytes chez le groupe (D) par rapport au témoin (T), mais chez les groupes
traite (D+Q),( D+t) cette nombre diminue de facon significative et hautement

significative par rapport au le groupe (D) .
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Tableau 9: Taux d'hémoglobine, nombre des globules rouges , des Lymphocyte,
Monocytes et Plaquettes chez le groupe témoin et les groupes expérimentaux.

Parameétres T D D+Q D+t

Hémoglobine 15,76 = 0,77 10,10+ 1,88** | 17,78 +2,25 N4 1592 + 2,73Ns8
(g/dl)

Globules 2.18+0.233 3.26+0.227%% | 2.04+0.227NE 2.08+0.18NE
rouges

(x103/ul)

Lymphocytes | 1,840 +0,423 | 2,960 + 0,319* 2.300+0.311N4 § 2,080 +0,390NA
(x103/ul)

Monocytes 0,4200+ 0,0583 | 0,7200+0,0970* | 0,500+0,105"* § 0,420+0,128"*
(x103/ul)

Plaquettes 466,6 £30,3 263,2+12,2** | 499,8+ 73,5NA |} 337,6 +22,0NA
(x103/ul)

Moy + S.E.M. de 05 rattes de chaque groupe.

*p < 0.05; **p < 0.01; *** p < 0.001 comparaison avec le groupe témoin.

Ap<0.05;Bp<0.01; Cp<0.001 comparaison avec le groupe Nanoparticule d'oxyde de fer.
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Figure 17: Parametres hématologiques chez le groupe témoin et les groupes
expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: * p< 0.05 ; ** p< 0.01; *** p<

0.001, Comparaison avec groupe exposé au SPION : A p<0.05; B p <0.01; C p<
0.001, n= 5 rattes.

Plaquettes (103/ul)

11.1.4.2. Etude des paramétres biochimiques

Les résultats présentés dans le tableau 07 et figure 18 montrent que la
concentration sérique de fer augmente de facon trés hautement significative chez le
groupe D par rapport au témoin (T). D’autre part, nos resultats indiquent une

diminution hautement significative chez les groupes (D+Q),( D+t) par rapport au (D).

Tableau 10: Teneurs sériques en Fer (mg/l)e chezles groupes témoins et les groupes
expérimentaux .

Parameétre T D D+Q D+t
Fer sérique 1.756+0.088 | 3.608+0.132*** | 2.328+0.235"°" | 2.052 +0.161N°®
(mg/l)
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Figure 18: Variation de la concentration sérique de Fer chez le groupe témoin et les
groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: * p< 0.05 ; ** p< 0.01;
*** n< 0.001, Comparaison avec groupe exposé au SPION : A p<0.05; B p<0.01; C
p< 0.001, n= 5 rattes.
11.1.5.Effet de traitement par Camellia sinensis et quercitine sur des parametres

de stress oxydant chez les rattes contaminées par le Nanoparticule d'oxyde de fer

Les résultats dans montrent que le traitement des rats par Camellia sinensis
avec dose (400mg/kg) et quercitine (10mg/kg) pendant 15jours provoque une
diminution de facon tres hautement significative chez les groupes (D+Q) (D+t) de
MDA , augmentation significative chez groupe (D+Q) , augmentation hautement
significative chez groupe (D+t) de GSH, augmentation significative chez groupe
(D+Q) et(D+t) de Catalase et GST, augmentation significative chez groupe (D+t)
de GPx par pour groupe D. Par ailleurs, les groupes contaminées par d'oxyde de fer
une augmentation hautement significative de MDA , augmentation significative de
GSH ,Catalase et GPx , et diminution hautement significative de GST par apport

témoin.

Tableau 11 : Concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA)chez le groupe
témoin et les groupes expérimentaux .

Parameétres T D D+Q D+t
MDA 2,753 £0,343 | 13,04 +1,38** | 2.987+0.321nsc | 2,813+0,550 nsc
(pmol/mgprot)
GSH 0,3778+0,046 | 0,1976+0,0278* | 0,370+0,0461%" | 0,5193+0,074Ns®
(nM/mgprot) 0
Catalase 36,3+ 8,0 112,2+ 26,8* | 27,5949,69vs~ | 46,27+8,99vsA
SUI/mg prot)
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GST 3,657 +0,877 | 0,385+0,126** | 0,314+0,081" | 0,652 +0,150
(nmol/min/
mg_;prot)
GPx 2,221+590 | 4,174 +0,896* | 5,05+1,38""s | 6,064+0,919"

SUI/mg Pro)

Moy + S.E.M. de 05 rattes de chaque group.

*p <0.05; **p < 0.01; *** p < 0.001 comparaison avec le lot témoin.

Ap<0.05;Bp<0.01; Cp<0.001 comparaison avec le Nanoparticule d'oxyde de fer.
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Figure 19: variation des parametres de stress oxydatif au niveau cerveaux chez le
groupe témoin et les groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: * p <
0.05 ;** p <0.01; *** p < 0.001, comparaison avec groupe SPION : A p <0.05; b B<

0.01; C p<0.001, n=5 rattes.

11.1.6.Coupes histologiques du Cerveau

Figure 20: Coupes histologiques du Cerveau d'une ratte témoin.

Figure 21: Coupes histologiques du Cerveau d'une ratte contaminée par I’oxyde de fer
pendant 21 jours.

Figure 22: Coupes histologiques du Cerveau d'une ratte traitée par Quercitine
pendant 15 jours.
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Figure 23: Coupes histologiques du Cerveau d'une ratte traitée par Camellia sinensis
pendant 15 jours.
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Discussion

Les nanomatériaux ont été de plus en plus appliqués pour différents buts de la

technologie et la médecine, en raison de leurs propriétés physico-chimiques uniques (Szalay

et al .,2012). Parmi les nanoparticules les plus prometteurs ; les nanoparticules d'oxyde de fer
superparamagnétiques (de SPIONS) qui sont les seules nanoparticules magnétiques qui ont été
approuves pour une utilisation clinique a ce jour (Lei et al., 2013). Mais cette nanoparticules

(de SPIONss) I’effet toxique sur la sante humai .

A la recherche de nouveaux composés biologiquement actifs, de nouveaux agents
chimio-thérapeutiques d'origine végétale, pourraient étre utilisées pour améliorer
I'anticancérogénicité du traitement médicamenteux standard. Camellia sinensis est largement

utilisé dans la médecine traditionnelle Algérienne.

Dans la présente étude nous évaluons les effets de Camellia sinensis contre la
nuerotoxicité et les dommages induit par le nanoparticules doxyde de fer

superparamagnétiques (de SPIONS).
La base de notre choix pour cette plante est qu’elle est utilisée comme un traitement

traditionnel chez certain nombre de personnes pour les douleurs cérébrales dans la région de
d'El-oued, elle est peu utilisable dans le domaine de la phytothérapie. Nous voulons essayer
de valoriser de cette arbustes (Camellia sinensis) a travers 1’étude de 1’aspect scientifique de

I’effet thérapeutique contre nuerotoxicité .

L'analyse phytochimique des extraits Camellia sinensis a révélé l'existence de
composés bioactifs les flavonoides .Des flavonoides de concentration 21.491 mg/g ont été
trouvées dans les extraits de plantes, les flavonoides peuvent inhiber la croissance tumorale et
la protection contre les infections gastro-intestinales(Khalil, 2013) .les flavonoides riche en la
quercétine a leur pouvoir antioxydant et anti-enzymatique, neutralisant I'effet des radicaux

libres et limitant la réaction inflammatoire dans les différents tissus. (Hertel, 2003) .

La voie d'administration choisie est la voie orale pour de multiples raisons. D'une part,
c’est la voie d’utilisation des plantes dans la médecine traditionnelle. D'autre part, c'est une
voie d'administration physiologique, elle offre certain nombre de critéres, d'efficacité et de
commodité, et pour éviter les risques éventuels d'intoxication. De plus cette voie ne nécessite

aucun matériel particulier. De point de vue pharmacologique, la voie per os est la plus
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couramment utilisée, cette voie est généralement, bien acceptée par les patients. (Bourine
,1999)

Afin de choisir la dose administrée dans notre expérimentation, nous avons choisi la
dose toxique d'oxyde de fer est 150ug/ Kg, 10mg/Kg de quercitrine .Et choisi la dose d’extrait
de Camellia sinensis est 400 mg/Kg des rattes .

Des tests de comportement congus pour évaluer I'apprentissage et la mémoire chez des
rattes , reposent sur des indices visuels, des privations de nourriture et / ou d'eau ou d'autres
stimuli aversifs pour motiver l'acquisition de taches. Les résultats obtenues une augmentation
significative des temps et des nombre d’erreurs chez groupe (D) par apport (T), par contre une

diminution significative chez les deux groupe (D+Q),( D+t) par apport groupe (D).

Extrait de the vert peut facilement traverser la barriere hémato-encéphalique et
atteindre les parties fonctionnelles du cerveau. Alors que, the vert est un antioxydant connu,
croit qu'elle pourrait également avoir un effet bénéfique contre les maladies dégénératives . A
constaté que les souris traitées par extrait de the vert nécessitaient moins de temps et nombre
d’erreurs pour traverse de labyrinthe.Dans I'ensemble, les résultats ont révélé que extrait
améliore Il'apprentissage et la mémoire en améliorant la reconnaissance des objets et la
mémoire spatiale ( Boris ,2005) Conformément a ces résultats Nous avons proposé que I'
Extrait de the vert puisse améliorer la fonction cognitive en impactant la génération de cellules
neuronales, un processus connu sous le nom de neurogenése , impliqué dans divers troubles
neurologiques, dont beaucoup sont associés a des déficits cognitifs ont confirment des
améliorations cognitives pour le groupe thé vert, en particulier sur : la mémoire visuelle. Les
chercheurs concluent que si les effets aux tests cognitifs restent légers, la prise d’extrait
apporte un changement fonctionnel positif sur le comportement adaptatif une connectivité
neuronale plus élevée dans le groupe ayant pris 1’extrait de the vert, avec une absence d’effets
négatifs secondaires ( Julie ,2009).

A la lumiére de nos résultats, la toxicité induite par d'oxyde de fer provoque des
modifications importantes des paramétres hématologiques. Nos résultats montrent
Globalement, diminution du taux de I'némoglobine et augmentation de nombre globules
rouges de facon hautement significative chez le groupe D par rapport au témoin. Cela peut
signifier une hématotoxicité révéler par la surcharge en fer chez les rats, La surcharge en fer
chez le rat, quelle que soit la voie de sa demande, a entrainé une augmentation non seulement

de fer, mais aussi du zinc et du manganése. L'augmentation du zinc et du manganese suite une
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surcharge en fer était probablement un résultat non seulement de 1’augmentation de
I'absorption intestinale, mais aussi de l'augmentation de I'absorption a partir de la cellule
(Vayenas et al., 1998). D’autre part, le zinc réduit 1’activité d’ALA synthase (Cable et al.,
1993) et donc diminue la synthése de I’héme . Les globules rouges ont également été appelés
les érythrocytes, posseéde le role de transporter I’oxygene des surfaces respiratoires vers les
tissus (Gilles ,2006). L’érythropoiese ou leurs productions est fait dans la moelle osseuse
(Molinier ,2008). L’érythropoiese est principalement régulée par une hormone appelée
érythropoiétine (ou EPO) (Manuelle ,2008). Selon 1’étude de Pretorius et al., 2014), les
concentrations sériques exceptionnellement élevé de ferritine améne les globules rouges une
morphologie anormale, peut étre le stress oxydative causé par 1’exces de fer provoque une
perturbation de 1’érythropoiése, ce qui donne des globules rouges morphologiquement

anormales.

Les résultats obtenues montrent une diminution hautement significative des plagquettes
chez le groupe D par rapport témoin , peut induite selon 1’étude de Manasa & Vani 2016 la
diminution de nombre des plaquettes est via le stress oxydative ; qui est diminution de

I'efficacité et la durée de vie des plaquettes ,peut causer par 1’exces de fer.

Ainsi, les résultats obtenus montrent que le traitement par Camellia sinensis et
quercitaine chez rattes intoxiquées par I’oxyde de fer a induit une augmentation significative
du taux de I'némoglobine, et diminution hautement significative de nombre globules rouges
par rapport groupe D. En effet, Camellia sinensis et quercitaine contenant des composes
bioactifs ; les flavonoides qui ont une grande activité antioxydante. On a révélé un effet
protecteur contre I'hématotoxicité, Ceci corrélée avec leur capacité de chélation de fer au

niveau de tissu hématopoiétique qui est confirmé dans le résultat de dosage de fer sérique.

Notre étude indique une augmentation significative des monocytes et des lymphocytes
chez les groupes D par rapport témoin , Ces résultats montrent la présence d’une
inflammation. Notre résultats est en accord avec I'étude de (Closa ,Folch ,2004) qui est montré
que I’oxyde de fer conduit a l'activation et la stimulation de la prolifération des lymphocytes
et la production de cytokines dans les cellules spléniques humaines et de rat (Closa |,
Folch,2004). Parce que des lymphocytes et des monocytes, les cellules effectrices de la
réponse inflammatoire aigué, libérent de grandes quantités de superoxyde extracellulaire et le
superoxyde dismutase, pourrait étre d'importants médiateurs du processus inflammatoire
(Sudhir et al., 2007).
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La quercétine et extrait de thé vert sont la capacité de réduire la production des
médiateurs, TNF-a, IL-8 et MIP-1B .Nos résultats confirment les observations des autres
auteurs (Barnes ,2003) montrant que la quercétine ont efficaces en bloquant la production de
TNF-a, IL-8, IL-6. Les inhibiteurs de TNF-a et des chimiokines plus particuliérement 1’IL-
8, sous forme d’anticorps monoclonaux ou d’antagonistes de leurs récepteurs, ont déja fait
preuve comme des outils thérapeutiques bénéfiques dans certaines situations inflammatoires
(Traves et al., 2002 ; Reimold ,2002 ; Mahler et al., 2004).Bien que le (s) mécanisme (s)
moléculaire (s) précis par lequel PP-60, ECG et EGCG exercent leur protection contre le
dommage oxydatif des cellules vésicales reste a établir, il peut étre médié par la protéine kinase
C (PKC) et / ou le facteur nucléaire kappa béta ( NF-«kB) signalisation. Les expériences
préliminaires examinant la régulation positive des génes (données non présentées) suggerent
que I'expression du geéne liée a NF-kB est modulée (potenticllement négative) avec une
exposition a EGCG dans des cellules nerveuse, ce qui favorise encore ce mécanisme potentiel.
Cependant, des expériences détaillées supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette
hypothese. En effet, PKC et NF-kB sont bien connus pour leur role dans la survie cellulaire,
la mort cellulaire programmée, la signalisation / modulation ROS et I'inflammation. Dans les
cellules neuronales, EGCG a été suggeré d'induire une activité de PKC, entrainant une
neuroprotection (Yeung ,2004).1a quercétine inhibent I’activation du facteur NF-xB ainsi que
la phosphorylation de la protéine inhibitrice IkB (Kang et al., 2001 ; Nair et al, 2006). De plus,
les flavonoides ont la capacité d’inhiber les sérine/ thréonine kinases, telles que la
phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K) et la PKC (Gamet-Payrastre et al., 1999). Le lien entre
la P13-K et le facteur NF-«xB est médié par 1’activation de sérine/ thréonine kinase Akt (Ozes
el al., 1999 ; Xagorari et al., 2001). Par ailleurs, il semble que 1’effet inhibiteur des flavonoides
sur la production des médiateurs proinflammatoires pourrait résulter de leurs propriétés
antioxydantes. Les EOA augmentent 1’expression des geénes des médiateurs inflammatoires
via l’activation des facteurs de transcription redox-sensibles tels que le NF-kB et I’AP-1
(Activator Protein-1) (Yeung ,2004). L’effet inhibiteur de la quercétine sur I’activation du
facteur NF-kB est associé avec I’augmentation du taux de catalase (Yeung ,2004) Toutefois,
le pouvoir antioxydant de la quercétine peut lui attribuer la capacité d’améliorer ’efficacité

anti-inflammatoire.

Nos résultats montrent que la concentration de fer sérique est augmentée de fagon
significative chez le groupe (D) par rapport au témoin. Ce résultat est en accord avec 1’étude

de Babadi et al., (2012), qui montre que I'exposition a SPION provoque une surcharge en fer
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dans I’organisme apreés un traitement avec Fe203avec dose 150 pug/k pendant 21 jours par voie
oral chez des rattes Wistar. D’aprés Elias , Tsourkas ,(2009), le SPION peut induire une
surcharge en fer qui a des conséquences toxiques plus que l'accumulation excessive des
SPION. Lorsque le SPOIN administré par voie oral, il est probablement dégradé en ions de fer
sous ’action des enzymes lysosomale a faible pH dans I’estomac (Singh et al., 2010). Dans
1’état normal, 1’absorption des ions de fer, qui se passe dans le duodénum, est contrdlée par un
mécanisme de régulation qui maintient I’homéostasie de fer dans I’organisme (Zhang et al.,
2015). Mais, avec un surdosage de fer, la mesure dans laquelle cette régulation est maintenue
reste inconnue, mais il est supposé d’étre submergé, permettant une absorption massive de fer
(Chyka ,Banner ,2004). L’absorption massive peut augmenter la quantité de fer dans
I’organisme, par ce qu’il n’y a pas un mécanisme physiologique efficace pour excréter I'exces
de fer (Raghupathy et al., 2010).

La quercétine, un membre de la famille des flavonols, est un puissant antioxydant
offrant toute une batterie de fonctions biochimiques particulierement intéressantes pour notre
santé.( Nair ,2006) .Dans notre étude, nous avons évalués la capacité da quercétine a éliminer
ou a diminuer I’effet toxique des SPION chez les souris . Nos résultats montrent que le groupe
traité par le SPION et le quercétine (D+Q) , SPION et extrait de thé vert(D+t) présente
diminution hautement significative par rapport (D)dans fer sérique . 1’étude de Bentz, (2009)
montre que la quercétine posseéde une mauvaise absorption. Mais selon 1’étude de Scalbert et
al, (2002), il a eté proposé que les flavonoides, comme la quercétine, ne doivent pas
nécessairement étre absorbé pour exercer un effet. Apres les chercheurs ont nourri des thés (le
source de quercétine) flavonoides ont été trouvés sur la lumiere intestinale des rats, cette étude
suggere que certains flavonoides alimentaires peuvent exercer un effet positif quel que soit
leur mauvaise absorption. Par ce qu’il n'y a pas des voies connues pour éliminer I'exces de fer
dans le corps et donc I'homéostasie du fer est maintenue en modifiant I'absorption alimentaire,
le mécanisme de quercétine a diminuer I’effet toxique des SPIONs est par la diminution de
I’absorption intestinal de fer en inhibant I’accumulation de fer dans [’organisme. C’est
pourquoi, la quercétine est considéré comme un chélateur puissant du fer. La quercétine
posséde aussi la propriété de chélater certains métaux de transitions, tel le fer (Katia, 2011).
Le fer est impliqué dans la réaction de type Fenton avec le peroxyde d'hydrogéne pour produire
les RL. Ainsi , la forte capacité de la quercétine a capter le fer permet de réduire la formation
de RL. Il semble que le groupe cathécol de la quercétine participerait a la chélation des métaux

pour ainsi, contribuer aux propriétés antioxydantes de la quercétine. (Molinier ,2008).Les trois
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flavonols aglycones la capacité de piégeage, myricétine et kaempférol, partagent la méme
structure chimique du cycle A et C mais différent au niveau du degré d’hydroxylation du cycle
B. Le puissant scavenger sur oxyde fer est la quercétine avec un groupement catéchol sur le
cycle B (3’, 4’-OH), suivie par le kaempférol monohydroxylé (4’-OH) tandis que la myricétine
avec un groupement pyrogallol (3°,4”,5’-OH) était moins active.( Yu ,2000)

Le stress oxydatif a été suggéré comme un des principaux mecanismes de toxicité de
Oxyde de fer. Il résulte d’un déséquilibre entre la production des ROS et leur élimination par
les défenses anti oxydantes, contribue a I’initiation et a la progression de plusieurs maladies.En
effet, la surcharge en fer est associée a la production de radicaux libres. Par conséquent, ces
radicaux libres peuvent endommager I'ADN, les protéines, les polysaccharides et les lipides in
vivo (Kadiiska et al., 1995). La réagir des radicaux libres avec les lipides de la membrane
donnant lieu & des produits de dégradation, y compris le malondialdehyde (MDA) (Singh et
al., 2010).

Dans la présente étude, nous avons signalé une augmentation des niveaux du MDA
Cérébral chez le groupe (D) par rapport témoin apreés I'exposition de oxyde de fer . Le MDA
a éteé largement utilisé depuis de nombreuses années comme biomarqueur de la peroxydation
lipidique. Il est I'un des marqueurs les plus populaires qui déterminent le stress oxydatif dans
des situations cliniques, en raison de leur forte réactivité et de leur toxicité (Ayala et al., 2014).
Ces résultats sont en accord avec 1’étude d’El-Bahr, (2007) qui montrent que 1’excés de fer
conduit a I’augmentation de concentration tissulaire de MDA de cerveaux. Ce résultat est
expliqué par I'accumulation des radicaux libres. Ceci montre bien que le oxyde de fer est
capable de promouvoir la génération des ROS, qui se traduit par la peroxydation lipidique dans
les tissus cérébraux, suggérant leurs effets déléteres dans ces tissus. Et aussi , le fer libre peut
potentiellement traverser la membrane mitochondrial et dans ce dernier cas, le fer libre sous la
forme d'ions ferreux (Fe?*) peut réagir avec du peroxyde d'hydrogéne et de I'oxygéne produit
par les mitochondries pour produire des radicaux hydroxyles hautement réactifs et des ions
ferrique (Fe®") via la réaction de Fenton (Singh et al., 2010). Ainsi les radicaux libres qui
conduit a la peroxydation lipidique sont viennent de I’inflammation. Les médiateurs
inflammatoires primaires produits par les macrophages, les macrophages et les neutrophiles
peuvent produire des quantités tres elevées d'especes réactives de I'oxygéne (ERO), ce qui
produit par I'intermédiaire des NADPH oxydases membranaires (Echinard, Latarjet., 2016).

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative des MDA chez le

groupe (D+Q) et(D+T) par rapport groupe (D). Les traitements par la quecetine et I’extraits
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de flavonoides de Camellia sinensis se sont averés des composés chémoprotecteurs cellulaires
pourvus d’un pouvoir antiperoxydant jouant un effet écran contre 1’effet délétere des radicaux
libres. Une précédente étude ,avait déja suggéré qu’en empéchant la formation d’agrégats de
protéines contenant de fer, I’extrait de thé vert interférait avec la formation de plaques et
d’agrégats dans le cerveau, en quelgue sorte permettait de maintenir les connections entre les
neurones. De nouvelles données, présentées dans le Lancet Neurology, qui confirment cette
capacité de I’extrait de thé vert a renforcer la connectivité des cellules du cerveau (Silvia
,2008).

Une fonction majeure de GSH est la détoxication et I'élimination d'especes réactives
de l'oxygéne. Ces composés sont conjugués avec GSH soit spontanément, soit par voie
enzymatique dans des réactions catalysées par la GSH-S-transférase (GSTs).Dans notre étude
expérimentale, les résultats montrent une diminution significative des niveaux de glutathion
dans les cerveau chez les rattes contaminées par oxyde de fer par rapport témoin . Yu ,(1994)
ont montré une diminution de I’activité de GSH chez les rats intoxiqués au oxyde de fer. Cette
baisse de GSH est expliquée par lI'augmentation du taux des radicaux libres, qui peut due a
I'accumulation d'ALA sous l'effet de oxyde de fer (Yu ,2000).Selon Yu ,(1994) I'exposition in
vitro d'ALA a des cellules de hamster (CHO) entraine une baisse du glutathion réduit (GSH),
une augmentation du glutathion oxydé (GSSG) et une augmentation du MDA. De plus, cette
réduction peut due a la conjugaison du GSH avec le fe*? car le GSH joue un role important
dans la détoxication des xénobiotiques en tant que cofacteur pour la famille des GST et en tant
qu'antioxydant important pour 1’élimination des ROS (Zhang ,2005). Aussi, autre cause, qui
peut expliquer de diminution de la concentration tissulaire de GSH dans le cerveaux, due la
diminution de ’activité de GSTs, car le GSTs entre dans le voie enzymatique de conjugaison
de GSH. De étude antérieure de (Zhang ,2013) montre la présence d’une corrélation entre la
diminution de GSTs et I’apparition de stress oxydative. D’une manicre générale, I'épuisement
d’un antioxydant peut perturber 1'équilibre entre les antioxydants et les ERO en favorisant les
ERO, ce qui peut provoquer un dommage au niveau des organes.

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative des GSH et GSTs
chez le groupe (D+Q)et(D+T) par rapport groupe D. Les flavonoides a peut maintenir les
systéemes de défense cellulaire antioxydants (GSH) a leur niveau cellulaire normal pour
empécher ainsi la perte de 1’équilibre redox prooxydants / antioxydants constatée la cellule
dispose pour sa protection au GSH porteur d’une fonction thiol qui constitue un systéme

antioxydant de la premiére défense en se liant par sa fonction SH aux métabolites toxiques
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(Closa ,2004). 1l joue son rdle antioxydant également en synergie avec les enzymes
antioxydantes telles la glutathion peroxydase, la catalase et la superoxyde desmutase
(Kebieche ,2009). Lors du traitement des animaux par 1’oxyde de fer , les taux de GSH sont
netteme2nt diminuées suite a leur action de neutralisation des radicaux libres générés par
I’oxyde de fer (Birben ,2012) ce phénoméne aussi provoque sa déplétion et facilite la
peroxydation des lipides et 1’oxydation des groupements thiols des protéines (Hanifa ,2013).
Cependant, le prétraitement des animaux par les flavonoides a empéché la diminution de GSH
observée chez les rats. Autrement dit, les extraits de flavonoides et la quercétine ont un effet
scavenger, c'est-a-dire au lieu que les radicaux libres produits par I’oxyde de fer (Zhang ,2005)
se neutralisent par le GSH ils vont plutot étre captés par les composés phénoliques en
maintenant ainsi le taux normal de glutathion des cellules cérébrale . Ces travaux ont montré
I’évidence de I’effet chemoprotecteur et antiradicalaire des flavonoides contre la peroxydation

lipidique, et donc de la formation du (Yu ,1994)

Nous avons signalé une augmentation des niveaux des enzymes antioxydants catalase
et GPx Cérébral chez le groupe(D) par rapport témoin aprés I'exposition de oxyde de fer .
L’augmentation de ’activité de ces enzymes peut expliquer par la capacité de défense équipé
par ’organisme (le systéme antioxydant) qui servent a contrebalancer I'effet des oxydants.
Donc, on peut dire que dans le cas de stress, I’organisme induit une augmentation de ’activité

des enzymes antioxydants pour réduire 1’effet des oxydants (Birben et al., 2012).

Apre traitement les rats chez les groupes (D+Q) et (D+T) par rapport groupe (D) ,on
obtenus une augmentation significative des catalase et GPx . Les effets différentiels des the
vert , les types de cellules disparates (neuronales ou non neuronales) et / ou différents
mécanismes inflammatoires peuvent expliquer les différences entre nos résultats et ceux de
(Tourandokht ,2006) Dans une étude plus récente (Adak ,2011) ont observé une réduction du
stress oxydatif avec le traitement au polyphénol du thé vert (GTP). L'augmentation de
I'expression de NADPH oxydase, une enzyme produisant des superoxyde, a été médiée lors de
I'exposition au GTP. Ces résultats suggéerent un réle de signalisation du gene pour le thé vert
associées qui peuvent moduler I'expression des enzymes inflammatoires (car la NADPH
oxydase est régulée a la hausse dans la maladie). En outre, ces résultats confirment nos
résultats que les polyphénols de thé vert peuvent moduler et / ou éliminer les ROS et peuvent
moduler I'expression des genes dans les cellules de la vessie cérébrale , bien qu'il soit

nécessaire d'étudier plus avant le mécanisme d'action du thé vert ;confére une neuroprotection
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aux neurones dopaminergiques. Les auteurs ont constaté que a partiellement restauré les
activités enzymatiques CAT et SOD et donc la viabilité cellulaire . Vraisemblablement par des
propriétés anti-oxydantes et de signalisation cellulaire. Nos résultats ont révéleé que thés vert
protégeaient différemment les cellules de la vessie humaine contre le stress / I'apoptose induite
par ’oxyde de fer médiés. Ces résultats suggerent que l'intervention alimentaire avec les
catéchines (thé vert) peut avoir une pertinence clinique concernant la protection contre
I'irritation chimique, la neurodégénérescence et I'inflammation cérébral (Kebieche ,2009).
Ont comparé les résultats entre les groupes sur tests cognitifs , on observe que les souris
traitées oxyde de fer nécessitaient plus élevé des temps et des nombres d’erreurs pour traverse

de labyrinthe par apport témoin.

Le stress oxydant est impliqué dans les mécanismes de mort cellulaire lors des maladies
neurodégénératives. les marqueurs du stress oxydant sont anormaux, le stress oxydant joue un
role aussi bien dans I’hypothése étiologique liée a la protéine béta-amyloide que dans
I’hypothése inflammatoire ou celle des troubles neuronaux du métabolisme calcique et/ou des
fonctions mitochondriales lors de la maladie d’Alzheimer. La pathogénie de la maladie de
Parkinson idiopathique implique le stress oxydant dans la mort des neurones dopaminergiques
de la substance noire. Les principaux arguments sont l'augmentation des concentrations en fer,
I'inhibition du complexe | de la chaine respiratoire et l'altération des systemes protecteurs. Le
syndrome parkinsonien induit par la neurotoxine 1-méthyl-4—phényl-1,2,3,6—
tétrahydropyridine est lié a une inhibition du complexe I. L'étude DATATOP a montré
I’efficacité de la sélégiline. Et aussi ,les principales hypothéses évoquées sont une atteinte
excitotoxique due au glutamate induisant des troubles du métabolisme calcique neuronal, ainsi

que I’hypothése génétique (mutations du géne codant pour la superoxyde dismutase .
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CONCLUSION

Les bioflavonoi des a base végétale protegent efficacement le corps humain. Le thé est
I'une des sources les plus riches d'antioxydants Depuis toujours, les substances actives dans les
plantes ont été utilisées pour prévenir ou traiter diverses maladies. Parmi ces substances on
trouve la quercétine. De nos jour, la quercétine fait I'objet des plusieurs rapports scientifiques
qui montre leur effets biologiques bénéfiques .Notre travail a été pour I'objective d'évaluer
I'effet de thé vert ( Camellia sinensis )et la quercétine sur des rattes Wistar Albinos contaminé

par I’oxyde de fer . A la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que:

-La toxicité induite par d'oxyde de fer provoque des modifications importantes dans sang

,des parametres du comportement et déclencher le stress oxydatif au nivaux du cerveau .

-Le traitement par Camellia sinensis et la quercétine induit une importante restauration de
certains parametres hématologique et biochimique ce qui montre I'effet protecteur contre la
dysrégulation physiologique de plusieurs systemes biologiques en relation avec les paramétres
étudiés l'existence de composés bioactifs les flavonoides. les flavonoides riche en la

quercétine.

-Le traitement par Camellia sinensis et la quercétine ['état de stress oxydant induit par
I’exposition d’oxyde de fer par une limitation des phénomenes radicalaires et une réparation
des dommages oxydantes en diminuant la peroxydation lipidique au niveau cerveaux ; et en
améliorant la mobilité de la défense antioxydant dans les organes étudies ce qui montre aussi
d'une autre facon l'effet protecteur contre les pathologie associe au stress oxydant dont

I'inflammation, neurodégénératifs ....etc.

- Nous concluent que si les effets aux tests cognitifs restent légers, la prise d’extrait de thé et
la quercétine apporte un changement fonctionnel positif sur le comportement adaptatifune
connectivité neuronale plus élevée dans le groupe ayant pris I’extrait de thé , avec une absence
d’effets négatifs secondaires.

-Nous conclus aussi,

- Ces résultats justifient une recommandation générale de consommer réguliérement du thé
vert pour la prévention des maladies et fournissent un soutien pour que le thé puisse avoir

des utilisations thérapeutiques pour traiter les troubles neurodégénératifs.
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Figure: Analyseurs d'hématologie de type Medonic (photo originale).

Figure: Bain-marie de type MEMMERT (photo originale).
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Figure: Centrifugeuse horizontale de type SIGMA (photo originale).

Figure: Etuve de type MEMMERT (photo originale).

Figure: Evaporateur rotatif de type Biichi Rotavapor R-200 (photo originale).
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Figure : Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240
(photo originale).

Figure : Labyrinthe (photo originale).
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Résumé

L'objectif de cette étude est I’évaluation le possible effet antidote et antioxydant de I'extrait de thé vert Camellia
sinensis et quercétine synthétisée chez des rattes rendus toxique par les nanoparticules d’oxyde de fer
superparamagnétique (SPION) avec une dose (150ug/kg). L'étude expérimentale est menée au laboratoire sur 20 rattes
femelles de la souche Wistar Albinose pesant165+250g répartisse en quatre groupe de cinge rattes chacun dont le premier
groupe sert de témoin, le second est un groupe des rattes contaminé par des nanoparticules d’oxyde de fer(SPION) ,le
troisiéme est un groupe des rattes contaminé, traité par quercitine (10mg/Kg) et quatrieme est un groupe des rattes
contaminé, traité par Camellia sinensis (400 mg/kg). Le poids corporel est mesuré régulierement. Aprés36 jours de
traitement, les rattes sont sacrifiés et quelques parametres sont déterminés. L 'analyse des résultats montre clairement que
d’oxyde de fer a provoqué une augmentation de la concentration sérique du fer. Les résultats ont montré aussi des
changements notables dans les paramétres hématologique indiquent aussi la présence d’une inflammation .En outre,
d’oxyde de fer a augmenté le stress oxydatif qui traduit par une augmentation de la teneur tissulaire de malondialdéhyde
(MDA), une diminution du taux du glutathion réduit (GSH) et une augmentation de I'activité de GPX et Catalase
cérébrale. Aussi, les résultats ont montré clairement des altérations structurales de cerveaux avec nécrose et
dégénérescences tissulaire. Le traitement par Camellia sinensis et quercétine a presque normaliser les parametres
biochimiques en réduisant le fer sérique (15%), avec une amélioration de I'état de stress et protection du tissu cérébrale
contre les attaques radicalaires. Conformément a ces résultats nous avons proposé que un changement fonctionnel positif
sur le comportement adaptatif une connectivité neuronale plus élevée dans le groupe ayant pris I’extrait de the vert, avec
une absence d’effets négatifs secondaires .En ont conclusion, la présente étude suggére que le Camellia sinensis et
quercitine un effet bénéfique contre le développement du neurodegeneratife et ces complications.

Mots clés: SPION, Neurotoxicité, quercétine, Camellia sinensis, stress oxydative .
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