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Résumeé

Résumé

L’objectif de ce travail est d'étudier I’effet toxique des nanoparticules d’oxyde de fer
et de valider I’effet antidote de quercétine au niveau de la mitochondrie chez des rattes
femelle Wistar Albinos. menée au laboratoire sur 30 rattes qui ont été diviseés en six groupes.
le 1%© groupe considéré comme témoin, le 2°™ et le 3°™ (D1, D2) recevant chague jour
respectivement 100 pg/kg, 150 pg/kg des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétique
(SPION) pendant 21 jours, le 4°™ groupe (Q) recevant chague jour 10 mg/kg de quercétine
pendant 21 jours, le 5°™ et le 6™ groupe (D1Q, D2Q) recevant chague jour respectivement
100ug/kg, 150ug/kg des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques pendant 21
jours et traité par 10mg/kg de quercétine pendant 15 jours.

L es résultats obtenus dans |a présente étude, montrent que le traitement par les SPION
induit une surcharge en fer, hypoglycémie, augmentation d’urée, créatinine, d’acide urique,
aussi une augmentation de I’activité des transaminases (TGO, TGP), de phosphatase alcaline
qui montre que le SPION induit une perturbation de fonction hépatique et rénale et cérébrae.
Nos résultats révélent également une toxicité hématologique et stress oxydatif chez les
groupes contaminés par le NPsFe,O3, une augmentation du taux des globules rouges, des
Lymphocyte, des Monocytes, et une diminution du taux d’hémoglobine, aussi une diminution
de taux GSH, I’activité des CAT, GST, GPx avec une augmentation du taux de MDA dans les
tissus étudies (foie, reins et cerveau) qui indique une perturbation des parameétres de stress
oxydatif mitochondriale. En outre, les résultats obtenus d’apres I’étude histol ogique, montrent
la présence d’une inflammation dans les tissus étudies, et la présence d’un nécrose hépatique
et rena et cérébraleinduit par le stress oxydatif .

Cependant, I'administration orale de la quercétine a provoqué une diminution de I’effet
toxique de NPsFe,O3; en maintenant I’homeostasie de fer dans I’organisme donc en inhibant

les effets néfastes de la surcharge en fer.

Mots clés. SPION, NPsFe,Os, toxicité, stress oxydant, quercétine, mitochondrie, rattes
Albinos Wistar.
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Introduction générale

Les nanosciences et nanotechnologies ont connu un essor fulgurant ces dernieres

décennies. Le terme « nano » fait référence & I’échelle du nanométre (10° m). Réduire les
dimensions d’un objet jusqu’a I’échelle nanomeétrique (il est alors appelé nano-objet) peut
permettre I’apparition de propriétés nouvelles. Les nanosciences s’intéressent a ces nouvelles
propriétés ainsi qu’aux interactions entre ces nano-objets et leur environnement. Les
nanotechnologies, quant a elles, ont pour objectif de mettre en application les concepts et les
procédés obtenus par les nanosciences. Depuis le discours du physicien Richard Feynman
prédisant «There’s plenty at the bottom » (il y a plein de choses en bas, sous entendu a
découvrir), en 1959, les nanotechnologies se sont développées et diversifiées. Bien que
beaucoup d’applications soient encore a réaliser, des progrés remarquables ont deja été
constatés, que ce soit dans le domaine de I’¢électronique, de I’industrie, de I’environnement ou
de la médecine. L’intérét des industriels et des scientifiques pour les nanotechnologies s’est
amplifié, paraldlement aux moyens matériels et financiers permettant leur développement
(Lucie Armand., 2011).Le dével oppement récent des nanotechnologies va élargir les sources
de pollution avec la production accrue de nanomatériaux manufacturés, dont des
nanoparticules, qui vont se retrouver en milieu professionnel et, vraisemblablement, en
environnement général. Il existe différentes sources de production des nanoparticules: les
sources naturelles (incendies, éruptions volcaniques..), les sources accidentelles (feux de bois,
gaz d’échappement de véhicule, freinage..) et les sources industrielles (nanoparticules
manufacturées intention-nellement par I’homme) (Baratli., 2015).
En 2008, I'Organisation internationale de normalisation (1SO) a classé les nanomatériaux en
trois groupes principaux, a savoir, les nanoparticules, nanoplagues et nanofibres. Une
nanoparticule est définie comme un matériau a trois dimensions externes sur une échelle
nanomeétrique (L el et al., 2013).

A I'heure actuelle, les nanomatériaux les plus importants sont les oxydes métalliques
simples, tels que I'oxyde d'aluminium (Al,Os), de silice (SIO,), I'oxyde de zinc (ZnO), I'oxyde
de cuivre (CuO), I'oxyde de titane (TiO,) d'oxyde de manganése (MnO,) et |I'oxyde de fer
(FesO4, Fe03) (Szalay et al., 2012). Parmi tous les types de nanomatériaux disponibles, notre
étude s’est restreinte a un type de nanoparticules a savoir des nanoparticules d’oxydes de fer
(Fe30,) pour leur importance dans le dével oppement actuel des nanotechnologies.

Les nanoparticules d’oxydes de fer et plus spécifiquement la magnétite Fe3O, et la
maghémite y Fe,O3; ont de nombreuses applications biomédicales (Gupta et al., 2005 ;
Ngomsik et al., 2005). Elles sont utilisées dans le diagnostic médical par imagerie IRM, le
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traitement des tumeurs par hyperthermie (Puppi et al., 2011; Rumenapp et al., 2012), ou la
vectorisation de médicaments pour un ciblage intracellulaire (Baratli., 2015) car ces oxydes
sont dotés de propriétés magnétiques leur permettant d’étre manipulés par un champ
magnétique extérieur. Les nanoparticules métalliques de fer sont éudiées et commencent a
étre employées pour la dépollution des eaux souterraines et des sols contaminés (Wei-Xian.,
2003).

En mars 2009, I'Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA,
aujourd’hui ANSES) a déclaré que les études de toxicité des nanoparticules par voie orale sont
lacunaires, le plus souvent limitées a des conditions d’ingestion par gavage sur une période
courte. Les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules testées et leur interaction
avec la matrice aimentaire sont insuffissmment documentées. Les quelques résultats
rapportés sont souvent discordants et ne permettent pas de conclure a un effet dose, a un effet
taille, a une relation entre les caractéristiques physico-chimiques de la particule et latoxicité
(Baratli., 2015). En effet, du fait de leur taille nanométrique, ces particules peuvent pénétrer
les barrieres physiologiques (respiratoire, encéphalique, cutanée ou digestive) beaucoup plus
facilement que leur pendant massif (Charlotte Vichery., 2012).

Les rares données de toxicocinétique ont montré que le tube digestif puis tous les
organes sont des cibles potentielles des nanoparticules. Seules quelques études ont abordé la
toxicité des nanoparticules aprés ingestion orale. Ces études ont été menées essentiellement
avec des métaux ou des oxydes de métal comme le sélénium, le cuivre et le zinc. Aussi sur le
plan, in vitro, les résultats des études réalisées sur la toxicité des nanoparticules d’oxyde de
fer au niveau cellulaire sont différents. En effet, il y a des études qui montrent que ces
nanoparticules ne présentent aucune toxicité (Baratli., 2015) alors que d’autres études
montrent un effet toxique aux fortes concentrations (Hussain et al., 2005).

Depuis plusieurs années, I’utilisation des plantes a des fins médicales rencontre un
succes grandissant. De nos jours, I’identification de nouveaux principes actifs et la découverte
de nouvelles propriétés pharmacologiques, en balance avec les effets néfastes de certains
meédicaments de synthese, ont contribué a faire de la phytothérapie une médecine a part
entiere et a faire comprendre que les plantes pouvaient étre d’authentiques médicaments
(Boyaud., 2009). Parmi ces principes actifs, on trouve les flavonoides (Fior ucci., 2006).

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, I'action anti-inflammatoire et I'activité cardio-
protecteur (Boots et al., 2008).
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L’objectif de cette étude est d’évaluer I’effet toxique des nanoparticules d’oxyde de
fer et de valider I’effet antidote de quercétine plus particulierement a la fonction
mitochondriale et, in vivo, au stress oxydantif chez les rattes Wistar Albinos.

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

montrent |es résultats obtenu et leur interpretation.
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[-Généralite sur le Fer

Le Fer (Fe) est un métal essential (Lacoue L et Thomas., 2007), c'est le quatrieme
élément le plus abondant dans la cro(te terrestre, et qui constitue en masse d'environ 5,1%
(Straub et al., 2001), et le second plus abondant au niveau des habitats redox actifs avec une
interface agqueuse, ce qui en fait un métal dont le réle est important dans les cycles
biogéochimiques (Abhijit et Parames., 2014).

Le fer est présent a raison de 4 voire 5 grammes en moyenne dans notre corps
(Wautier et David B., 2003). La majeure partie du métal, 70 % environ de la quantité totale
soit 2,5 grammes, se trouve dans I'hémogl obine des globules rouges circulants ou il assume la
fonction bien connue de transporteur de I'oxygene un litre de sang contient donc 500mg de fer
(Rymer ., 1996).

Le fer est un cofacteur qui joue un rdle critigue dans de nombreux processus
biologiques, tels que le transport d’oxygene (Beaumont et Karim., 2013), ou catalyser des
reactions de transfer d’électrons, de fixation d’azote ou de synthese d’ADN (Aderien et Mai.,
2011).

Il existe sous deux forme, le fer ionique (le fer ferreux: Fe,+ et le fer ferrique: Fest),
et le fer minéral qui inclut les sulfures (pyrite), les sulfates, les oxydes et hydroxydes
(hématite, magnétite) ainsi que les silicates et les carbonates (sidérite) (Christelle., 2006).

En phase solide se trouve majoritairement dans la nature sous forme de Fe(lll). 1l est
essentiellement lié a I’oxygene pour former des hydroxydes ou des oxydes de fer amorphes
qui jouent un réle important dans le cycle naturel du fer (Sara., 2009).

L'oxydation du fer ferreux a d'abord éé mise en évidence comme éant un processus
chimique seffectuant en présence d'oxygéne a pH neutre. Il y a seulement quelques dizaines
d'années gqu'il a été observe le méme processus mais en présence de bactéries ferro-oxydantes
neutrophiles (Croal et al., 2004). L'oxydation du fer ferreux a pH neutre est donc un
processus compétitif entre I'oxydation abiotique (vial'oxygene) et I'oxydation biotique (viales
bactéries ferrooxydantes) (Emerson et Moyer ., 2002).

[-1- Oxydesde Fer
[-1-1-Définition d' oxydes de Fer

De maniére générale, un oxyde est un composé chimique composeé d'oxygene avec un
autre éément chimique moins éectronégatif. Selon le composé associé a |I'oxygene et son
degré d'oxydation, I'oxyde est moléculaire (eau, dioxyde de carbone) ou cristalin avec une
structure qui va d'une forte ionicité (Na,O, Ca0) a des solides semi-conducteurs (FeO) (Sara.,
2009).
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L’oxyde de fer peuvent étre considérés, en premiere approximation, comme de solides
ioniques constitués d’anions oxygeéne et de cations métalliques. L’oxygéné se trouve dans son
état d’oxydation —I1, tandis que le fer existe dans ses états d’oxydation +I1 et +I11 (Nadour.,
2012 ; Babadi., 2013). En fonction de leur degré d'oxydation, on peut distinguer trois
catégories d'oxydes de fer : I'oxyde ferreux, I'oxyde magnétique et |I'oxyde ferrique. Dans le
domaine médical, I'oxyde de fer est souvent employé comme produit de contraste pour
pratiquer |'imagerie médicale de resonance magnétique nucléaire (IRM) (Babadi., 2013).
|-1-2-Propriétés physico-chimiques

Les oxydes de fer existent sous de nombreuses formes. La magnétite (FesO,), la
maghémite (y-Fe;Os3) et I'nématite (a-Fe,Os3) sont les plus courantes (Lakhal., 2016 ; Livage
et al., 1988) .

Les propriétés physico-chimiques des oxydes de fer (hématite, magnétite et
maghémite) a I’état massif sont rassemblées dans le tableau 01

Tableau 01: Propriétés physico-chimiques des oxydes de fer (Cornéll et Schwertmann.,

2003)
Oxvde de fer Couleur Masse Température Masse
molaire de fusion (°C) volumigue
{g.mnl'l‘_l ( I-;g.:ln'sl
Hématite Rouge a noir 160 1350 5260
Magnétite noir 232 1583-1597 5180
Maghémite marron 160 - 4870

|-1-3-Propriétés structurales

La magnétite et la maghémite possedent une structure spinelle. La magnétite (FesOy)
est un minéral ferrimagnétique noir contenant a la fois Fe Il et Fe Ill, tandis que La
maghémite (y-Fe0O3) est un minérale rouge-brun, ferromagnétique, isostructural de
maghémite, elle formé par oxydation de la magnétite est bien ordonné, tandis que I’amorcage

d'autres oxydes de fer produit un maghémite ma ordonnée (Schwertmann et
Cornédll., 2003).

La structure de la magnétite est composée d’un assemblage compact cubique aux faces
centrées (ABC) d’ions O? déimitant des sites cristallographiques octaédriques et
tétraédriques dans lesquels prennent place les différents cations nécessaires a la neutralité de
la maille (figure 01- (a)). Les ions Fe** sont distribués aléatoirement entre les sites

octaédriques et tétraédriques et les ions Fe?* occupent uniquement les sites octaédriques. La
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maghémite posseéde une structure spinelle similaire a celle de la magnétite mais en differe par
la présence de lacunes distribuées dans le sous-réseau cationique des sites octagdriques
(figure 01-(b)). Le paramétre de maille de la magnétite est a = 8,396 A et celui de la
maghémite est a= 8,347 A (Tga et Koh., 2009).

La structure cristalline de I’hématite, quant a elle, est de type rhomboédrique. Cette
structure est constituée par des ions oxygene occupant un arrangement hexagona (ABAB)
avec des ions Fe** occupant des sites octaédriques (figure 01). Les paramétres de maille de
I’hématite sont a = 5,034 A et ¢ = 13,75 A (Tgja et Koh., 2009).

a
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Figure 01: Structures cristallines de lamagnétite (a) et de la maghémite (b)
(Cudennec et Lecerf., 2005).

& fex R TR

Figure 02: Structure cristalline de I’hématite (Cudennec et L ecerf., 2005).
|-1-4-Propriétés magnétiques
Le magnétisme est un phénomene physique au cours duquel des forces attractives ou
répulsives se manifestent entre deux matériaux (L akhal., 2016).
La magnétite est le minéral magnétique responsable des plus fortes aimantations. Elle
est ferrimagnétique a la température ambiante et a une température de Curie de 850 K. La

maghémite possede le méme réseau cristallin ferrimagnétique que la magnétite. Sa
6
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température de Curie est comprise entre 820 K et 986 K. L’hématite présente un faible
ferromagnétisme a la température ambiante (Yariv et al., 1963). Elle est paramagnétique a
des températures supérieures a satempérature de Curie de 956 K (L akhal., 2016).
[-1-5-Oxydation du fer

[-1-5-1-Oxydation abiotique

Le fer est présent sous ses différentes formes, dans de tres nombreux environnements
terrestres, lacustres ou marins.Cependant la forme ionique bien que largement présente au
niveau des sources hydrothermales est en faible quantité dans les environnements tels que
I'océan (Baratli et al., 2013).

Le fer joue un rdle vital dans de nombreux processus biologiques; la photosynthese, la
fixation de |'azote, la méthanogenese, le transport de I'oxygene ou encore la synthese de
I'ADN. La disponibilité du fer est limitée par sa soluhilité et la cinétique de dissolution.
Malgré son importance, le fer a également un potentiel de toxicité. Les organismes ont donc
développé de nombreux meécanismes de régulation pour leur besoin et leur excédent en fer
(Elleuch., 2008).

[-1-5-2-Oxydation biotique

L'oxydation du fer ferreux en fer ferrique peut également étre catalysée par des
bactéries. Dans un milieu pourvu d'oxygene, |'oxydation bactérienne peut avoir lieu a pH
acide, on parle aors de bactéries ferro-oxydantes acidophiles, ou a pH neutre, on parle alors
de bactéries ferro-oxydantes neutrophiles. De plus cette méme oxydation a lieu en absence
d'oxygene via les bactéries photo-autotrophes. Pour ces bactéries, e taux d'oxydation est
corrélé de fagon positive al'intensité lumineuse de leur environnement (Fillet., 1978).
[-1-5-3-Oxydation chimique

L'oxydation chimique du fer permet la transformation du fer ferreux en fer ferrique, celui-
Ci est trés rapidement réutilise pour la formation d'oxyde de fer qui est la forme
thermodynamiquement stable (Gabriel et al., 2005). Dans un environnement de pH proche de
la neutralité et en présence de faibles concentrations d'oxygene, le fer ferreux réagit comme-

Ci:

Fe&™ + 1/4 Oy o+ H20 » 12Fe0s+2H"

Cette réaction n'est plus réaisable au-dela d'une température supérieure a 50°C, car
I'énergie libre disponible n'est plus suffisante. On remarque que I'énergie libérée pour
I'oxydation du fer peut varier selon I'oxyde ferrique formé. De plus il semblerait que ces
valeurs varient selon les auteurs, ce qui est peut étre due au fait que les mesures proviennent
de milieux différents ou la concentration en fer ferreux différe (Mirkovic et al., 2010).

7



Chapitre | Nanoparticules D'oxydes De fer

I-1-6-Synthese des différents oxydes de fer

Lafigure 03 illustre les méthodes de synthese et de transformation des oxyhydroxydes
de fer entre eux montrant notamment la place de la Goethite et de I’hématite (Schwertmann
et Cornd., 1991).
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Figure 03: Schéma des différentes méthodes de synthése et de transformation des oxydes.
Les cadres en pointillés indiquent les especes en solution agueuse et les numerous font
référence aux principales voies de synthése de la goethite et de I’hématite decrites dans le
texte (Sara., 2009).
I-2- Nanoparticules d’oxyde de fer
[-2-1-Définition

On appelle nanoparticules des particules de matiere de quelques millioniemes de
millimétre. Les nanoparticules sont des particules ultra-fines (PUF) dont au moins une
dimension est comprise entre 1 et 100 nanometres (milliardieme de métre) (Baratli et al.,
2013).selon I’utilisation, en matériaux inorganiques ou organiques (Wu et al., 2008). Cette
taille leur permet I'nteragir facilement avec les composants biologiques (Baratli et al., 2013).
IlIs comprennent un grand classe des particules ayant des propriétés médicales,
environnementales et commercialement importantes ne figurent pas dans les éléments ou les

matériaux en vrac (Teeguarden et al., 2014).
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L'oxyde de fer est I'un des nanoparticules magnétiques | e plus populaire en médecine et en
biotechnologie ils possedent des propriétés magnétiques uniques qui font d’elles des
matériaux avances candidats pour la biomédecine (Alexiou et al., 2000 ; Bulte et al., 1992 ;
Pankhurst et al., 2003), L'application des petites particules d'oxyde de fer dans le diagnostic
in vitro a été pratiquée pendant pres de 40 ans (Gilchrist et al., 1957). Les nanoparticules
d'oxyde de fer (IONPs) sont les seuls nanoparticules d'oxyde de métal approuvé pour
I”utilisation clinique. Les nanoparticules d'oxyde de fer sont trés intéressantes en raison de
leurs proprieties superparamagnétiques et leur large application (Zhang et Olin., 2012).

I-2-2- Sour ces des hanoparticules
On distingue trois types de nanoparticules en fonction de leur provenance:

- Les nanoparticules dorigine naturelle resultant essentiellemnt des phénomenes de
nucléation et de condensation des gaz et vapeurs dans |'atmosphére (feux de forét, lave
devolcan) (Baratli et al., 2013).

- Les nanoparticules d'origine anthropogénique non-intentionnelle issues des procédés
chauds tels que le soudage ou encore de la combustion des moteurs (Baratli et al.,
2013).

- Les nanoparticules dorigine anthropogénique intentionnelle ou nanoparticules
manufacturées (Baratli et al., 2013).

[-2-3- Propriétés magnétiques des nanoparticules d'oxyde de Fer

le magnétisme résulte du mouvement des électrons. En effet, une charge électrique en
mouvement est une source de champ magnétique et on peut lui associer un moment
magnétique (L évy., 1997).

Les ferrites de structure spinelle sont des materiaux ferrimagnétiques en dessous d’une
certaine température, appelée température de Néel, mais qui est souvent assimilée a la
température de Curie.

Les propriétés magnétiques des particules sont également influencées par I’état
nanocristallin comme I’aimantation a saturation et les températures de Curie et de Neel qui
diminuent considérablement a I’échelle nanomeétrique. De plus, le processus d’aimantation
change a I’échelle nanométrique au-dessous d’une taille critique (Rc) de la particule. En effet,
un matériau ferromagnétique constitué de plusieurs domaines magnétiques a I’état massif ne
présente plus qu’un seul domaine a I’échelle nanométrique. Un domaine est une région dans
laquelle les moments magnétiques sont alignés dans un seul sens. En conséquence, les
nanoparticules de taille inférieure a Rc, deviennent superparamagnétiques. Ce phénoméne a
lieu a partir d'une température donnée qu’on appelle température de blocage, TB, au-dessus
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de laquelle la particule se comporte comme si elle n’était pas ferromagnétique (Tgja et Koh.,
2009 ; Hasany et al., 2012 ; Lahmani et al., 2012).

[-2-4- Synthése des nanoparticules

De nombreuses méthodes ont été utilisées pour synthétiser des nanoparticules d’oxyde
de fer (Leonov et Yaresko., 2007 ; Ozdemir et al., 1993) La méthode classique de la

coprecipitation, decrite par (Massart., 1981) consiste a faire précipiter en phase agueuse un

mélange steechiométrique de Fe?* et Fe** par une base. La taille des particules, comprise entre

5 et 20 nm, varie en fonction de la cinétique de la réaction, et donc en fonction de la

concentration en fer, de la base utilisée, de sa vitesse d’ajout et de la température de la

solution. L’ avantage principal de cette technique est qu’elle permet de synthétiser de grandes

quantités de poudre, mais elle présente le désavantage de former des nanoparticules assez

polydisperses et qui s’agrégent facilement. Une variante consiste a effectuer cette réaction en

milieu confing, par exemple a I’intérieur de micelles (Lee et al., 2005) ce qui permet

d’améliorer la dispersion de taille des nanoparticules, ou dans un systeme microfluidique
(Frenz et al., 2008 ; Abou-Hassan et al., 2009).

Au début des années 2000, un certain nombre de techniques, basées sur la

décomposition thermique d’un précurseur organométalligue dans un solvant a haute

température d’ébullition, ont été présentées dans la literature. Elles présentent I’avantage de

former des particules beaucoup plus monodisperses que la coprécipitation, et d’étre

fonctionnalisées in situ, ce qui évite leur agrégation. Enfin de nombreuses techniques

alternatives ont été utilisées, comme par exemple des méthodes hydrothermales (Chen et Xu.,
1998) sol-gel (Cannas et al., 1998) ou polyol (Wan et al., 2007). Les avantages et

inconvénients des diff érentes méthodes sont résumés dans le tableau 02.

Tableau 02: comparaison des caractéristiques principal es des méthodes les plus courantes de
synthése des oxydes defer (Daou., 2007 ; Gupta A et Gupta M., 2005).

Méthode de Condition de Temps de Taille  Distribution Contréle de la
synthese synthése T(°C) réaction Solvant (nm) detaille morphologie ~ Rendemer
Coprécipitation tréssimple 20-90 minutes Eau <20 passable moyen devé
] ) ) dizaines de eau/ relativement
Microémulsion compliqué 20-50 minutes organigue <50 étroite bon passable
. ) dizaines de ] relativement
Milieu polyol tréssimple > 180 minutes organique <10 étroite trés bon moyen
simple eau relativement
Hydrothermale | haute pression > 200 heures eau/éthanol <1000 étroite trés bon moyen
Décomposition ) 200- . !
thermique compliqué 350 heures organique <40 trés étroite trés bon devé
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I-2-5- Applications cliniques des nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules d’oxyde de fer sont d’excellents exemples de I’intérét de diminuer
la taille pour accéder a des propriétés d’usages nouvelles ou améliorées. Les diverses
propriétés des nanoparticules d’oxyde de fer permettent une large gamme de domaines
d’applications tels que le biomedical (Lakhal., 2016).

Les nanoparticules d’oxyde de fer de type magnétite et maghemite ont des applications
diverses dans le domaine de la biomédecine (vecteurs biomédicaux, hyperthermie, imagerie
par résonance magnétique). Ces nanoparticules sont utilisées dans ce domaine en raison de
leur biocompatibilité et de leur faible toxicité pour le corps humain (Mahdavi et al., 2013).

Des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétique ont été utilisées comme
vecteurs biomédicaux. Le fonctionnement de ces vecteurs consiste a délivrer, sous I’effet d’un
champ magnétique, le médicament externe vers la zone a traiter ou il sera libéré localement
(Wagstaff et al., 2012 ; Marcu et al., 2013).

Une autre application des nanoparticules d’oxyde de fer est le traitement de tumeurs
par hyperthermie. Ce type de thérapie a la méme finalité que celle présentée précédemment,
mais utilise une éévation de latempérature, entre 42,5 et 44 °C, induisant ainsi la destruction
des cellules malades (Guardia et al., 2012 ; Itoet al., 2005).

Ces nanoparticules sont aussi utilisées comme agents de contraste en imagerie par
résonance magnéetique (IRM) (Weissleder et al., 1991 ; Di Marco et al., 2007).
|-2-6-Effet des nanoparticules sur I’homme

Il existe plusieurs voies d’entrée potentielle des nanoparticules manufacturées dans les

organismes vivants. (Figure 04) (Baratli et al., 2013).
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Figure 04: Différentes voies d’entrée des nanoparticules dans I’organisme
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voies d’entrée dans I’organisme

L’homme peut entrer en contact avec les nanoparticules de plusieurs fagons : en les
touchant (voie cutanée), en les ingérant (voie digestive) ou en les respirant (voie respiratoire).
Cette derniére est probablement la plus consequente et donc la plus étudiée. Chague voie
présente habituellement une barriere a cette pénétration (ex : larate ou les reins). Des éudes
ont montré que les nanoparticules pouvaient franchir ces barriéres de protection, se distribuer
dans I’organisme et s’accumuler dans certains organes, principalement lors des expositions
respiratoire ou digestive (Oberdor ster et al., 2005).

a- Tranglocation et devenir dans|’organisme

L’organisme humain dispose de différents mécanismes de défense pour éliminer ces
corps étrangers indésirables. Deux procédés sont impliqués : la dissolution chimique pour les
particules solubles et la translocation physique, c’est-a-dire le transport d’un endroit a un
autre, pour les particules insolubles ou peu soluble (Baratli et al., 2013) .

Par la trandocation, les particules insolubles ou peu solubles déposées dans I’arbre
pulmonaire sont éiminées du systeme respiratoire en les transportant ailleurs dans
I’organisme. Les particules les plus grosses qui se déposent normalement dans les parties
supérieures des poumons, principalement au niveau de la trachée et des bronches, sont
éliminées par le mécanisme d’ascenseur mucociliaire ou les muqueuses de la trachée et des
bronches sont recouvertes de cellules ciliées qui forment un ascenseur et repoussent le mucus
contenant les particules vers le systeme digestif. C’est normalement un mécanisme efficace
qui éimine les particules en moins de 24 heures, méme les particules ultrafines (Kreyling et
al., 2002).

Bien que les poumons constituent la principale voie d’entrée des nanoparticules dans
I’organisme humain via I’inhalation, il existe d’autres voies d’exposition au niveau desquelles
la distribution et la trandocation des nanoparticules varie considérablement. Par exemple
aprés absorption digestive, certaines nanoparticules sont éliminées dans les féces et dans
I’urine (Nefzger et al., 1984) et d’autres pénétreraient dans la circulation portale et le foie ou
dans le systeme lymphatique. Le foie et |a rate seraient des organes cibles, mais certaines
nanoparticul es sont retrouvées dans les reins, le poumon, la moelle osseuse et |e cerveau (Jani
et al., 1994 ; Wang et al., 2007). On ne connait pas précisément les modifications que
subissent les nanoparticules dans le tube digestif, en particulier si elles restent libres ou s
elles s’agregent, si elles adsorbent des biomolécules présentes dans la matrice alimentaire ou
elles sont transformeées par les enzymes digestifs (Cedervall et al., 2007; Simon et al., 2008).

Ces modifications des nanoparticules peuvent influencer leur charge de surface, leur
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hydrophobicité ou leur lipophilie, leur diffusion dans le mucus et I’eau et leur transport
cellulaire et paracellulaire. Dans les liquides biologiques, I’interaction des nanoparticules avec
les protéines pourrait favoriser le franchissement des membranes cellulaires et nucléaires
(Hong et al., 2006). Certaines nanoparticules passent a travers la barriere digestive
essentiellement par transcytose a travers les anthérocytes ou les cellules M des plagues de
Peyer, avec une vitesse inversement proportionnelle aleur taille (Hillyer et Albrecht., 2001).

les effets sur I’organisme de I’inhalation de poussieres ultrafines de dimensions
nanomeétriques, résume par lafigure 05.
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Figure 05: Effets potentiels des particules ultrafines inhalées (Oberdor ster €t al.,
2005).
b- Effet sur lasanté humaine
Actuellement, de nombreuses éudes sont réalisees afin de mieux connditre le
comportement des nanoparticules une fois déposées dans I’organisme de I’homme, mais
aucune d’entre elles n’aboutit sur un comportement général pour toutes les nanoparticules.

Cependant, des expériences ont montre que des nanoparticules pouvaient étre responsables de
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pathologies, principalement au niveau des organes directement exposes mais aussi dans tous

Nanoparticules D'oxydes De fer

les autres organes (Figure 06) (Ostiguy et al., 2008).

Une étude montre que la cytotoxicité des nanoparticules d’oxyde de fer est due a une
induction de stress oxydant et par conséquent a une apoptose (Naqvi et al., 2010). 1l est alors

important de connaitre leur biocompatibilité et d’étudier leur toxicité, notamment cellulaire

(Hofmanni et al., 2010).
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Figure 06 : Principaux effets des nanoparticules de oxyde de fer sur la santé humaine

(Ostiguy et al., 2008).
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Chapitre | Stress oxydatif et antiaxydants

I1- stress oxydatif et antioxydants

La découverte despéces chimiques radicalaires présentes normalement dans
I'organisme a bouleversé notre compréhension des mécanismes biologiques. Ces radicaux
libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour |'organisme
a dose raisonnable; mais la production peut devenir excessive ou résulter de phénoménes
toxiques exogenes et |'organisme va devoir se protéger de ces exces par différents systemes
antioxydants (Favier ., 2003).

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systems de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. Dans
ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/prooxydants est en équilibre.
Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction
énorme de radicaux, |'exces de ces radicaux est appel é « stress oxydant » (Favier ., 2003).
[1-1-Stress oxydatif
[1-1-1-Définition

Le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant (Atamer et al., 2008), Dans les
systémes bhiologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre entre la
production des radicaux libres et la déstruction par des systemes de défenses anti-oydantes
(Angelos et al., 2005) donc c’est un désequilibre profond de la balance entre les prooxydants
et les antioxydants en faveur des premiérs (Baskin et al., 1994 ; Barouki., 2006 ; Jenkins et
al., 2007).

Se définit auss comme un état dans lequel le niveau de I'oxygéne réactif toxique
intermédiaires surmonte les défenses antioxydantes endogenes de I'héte; Il se développe
lorsgue il y a une surproduction des radicaux libres et un déficit en antioxydantes, c’est-a-dire
les molécules oxydants sont produits plus rapidement qu'ils ne peuvent étre neutralisés par
I'organisme, donc l’origine du stress oxydatif sont les radicaux libres principalement
(Koppenal., 2001).

Les composés métalliques peuvent avoir des effets moléculaires indirects dus a la
formation d'especes d'oxygene réactives qui sont potentiellement pr&udiciables pour
I'intégrité de certains compartiments cellulaires (Mule et Lomte., 1994). Le stress oxydant
correspond a I'ensemble des effets néfastes liés aux formes actives de I'oxygene (FAO)
(Narbonne., 1994). Les FAO déivent de |'oxygene moléculaire (O,) par réduction
électronique univalente (radical superoxyde O%") divalent (peroxyde d'hydrogéne H,O,) ou
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trivalente (radical hydroxyde OH’ ). Certains métaux peuvent également induire la formation
de FAQO en cassant laliaison O-O de la molécule de peroxyde d'hydrogene (Narbonne., 1994
; Winston et Di Giulio., 1991).

[1-1-2- Radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques indépendantes (Kehrer., 1993), atome,
molécules ou leurs fragments (Durackova et al.,2008) possedant un ou plusieurs ééctrons
célibataires (Kehrer., 1993 ; Delattre., 2005 ; Durackova et al.,2008) a sa orbite extérieur
ce qu’il rend instable, et se stabiliser en se fixant sur des molécules biologiques (Sies., 1991).
Leurs durée de vie est trés courte (10-4s) et leur réactivité réside dans la recherche d’un
électron afin de ré-apparier leur éectron célibataire (Tremellen., 2008).

Les radicaux libres peuvent étres formés par trois procédeés:

1- Addition d’un electron libre a un non radical (NR +e- - R');

2- Perte d’un electron par un non radical (NR-e- -~ R') ;

3- Scission homolytique d’une liaison covalente (A: B — A +B’) (Bonnefont et

al.,2003).

[1-1-3- Principales espécesréactives oxydantes (ERO)

L’oxygéne, en tant que récepteur final d’électrons dans I’organisme, se transforme en
molécule d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est
importante puisqu’elle est associée a la production de 38 molécules d’adénosine triphosphate
(ATP) a haut potentiel énergetique a partir d’une molécule de glucose (contre 2 seulement
dans un procéssus anaérobie). Mais tous les organismes aérobies paient le prix de ces
avantages métaboliques. En effet, les celules convertissent 3% de la quantité totale
d’oxygéne consommee en espéces réactives de I’oxygéne (notées ERO) (Aly et al., 2010).

Les ERO sont majoritaires mais des radicaux soufrés, nitrogénés, phosphorés ou
carbonés sont également formés. Ces ERO qui peuvent étre radicalaires ou non radicalaires.
(Tableau03) sont aussi produites en permanence par différents systémes enzymatiques dont
les plus importants sont les NAD(P) H-oxydase et les NO synthéase (Tory et al., 2010).

Il existe majoritairement deux grandes familles d’ espéces réactives:

[1-1-3-1- Espécesréactives oxygénées (ERO ou ROYS)

Egalement désignées dans la littérature de dérives réactifs de I’oxygéne ou d’espéces
réactives de I’oxygéne peuvent étre définies comme des molécules qui contiennent de
I’oxygéne mais qui sont plus réactives que I’oxygéne présent dans I’air. Les ERO incluent les
radicaux libres comme I’anion superoxyde (O,") et le radica hydroxyle (OH") et des

composes réactifs oxydants non radicalaires (sans éectrons libres dans leur couche externe)
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comme le peroxyde d’hydrogéne (H-0,), I’oxygéne singlet (*O,) et I’ozone (O3) (Victor et
al., 2009). le peroxyde d’hydrogéne H,0, réagit avec le fer, sous forme Fe** pour former du
HO" et du fer ferrique (Fe*): c’est la réaction de Fenton. Puis le fer ferrique est réduit en fer
ferreux par O>". L’ensemble de ces réactions forme la réaction d’Haber Weiss (Migdal et al..
2011). Les fortes concentrations en ERO sont impliquées de fagcon prépondérante dans les
dommages oxydatifs infligés aux biomolécules, pouvant mener la cellule vers I’apoptose ou la
nécrose. Toutefois, pour des concentrations faibles ou modérées, les ERO possédent un role
important au sein de lasignalisation cellulaire (Trachootham et al., 2009).

[1-1-3-2- Especesréactives azotées (ERA ou RNS)

Ont ete definies comme un sous groupe d’oxydants derives de I’oxyde nitrique ou
monoxyde d’azote (NO). Ceci a poussé certains auteurs a parler de RONS (Réactive Oxygen
and Nitrogene Species) au lieu de ROS pour designer I’ensemble des especes reactives
oxydantes radicalaires ou non radicalaires (M ac., 2007).

Tableau 03: Principal es especes réactives oxydantes radicalaires et non radicalaires (Mac.,

2007).
Formes réactive d’oxygéne

Formes radicalaires (RLO) Formes non radicalaires (RLO)
Super oxyde O° Peroxyde d’hydrogene H»O,
Hydroxyle "OH Oxygene singlet ‘0;
Peroxvle ROO’ Peroxynitrite ONOO"
Alkoxvle ROr Acide hypochloreux HOCT
Hydroperoxyle HOO- Ozone O3

I1-1-4-Origine desradicaux libres
Des radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogéns
qu’exogenes (Tableau 04). Sans vouloir faire du finalisme, nous pouvons considérer que
certaines de ces productions sont volontairement programmees par I’organisme a des fins de
défense ou d’envoi des signaux (El-Demerdash et al., 2013).
Tableau 04: Principales sources des RL (endogenes et exogene) (Halliwell., 2006;
Durackova., 2008 ; Reeset al., 2008).
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Sour ces endogens

Sour ces exogenes

-NADPH oxydase.

-Chaine respiratoire mitochondriale.
-Péroxysomes.

-Cytochrome P450.

-Xanthine oxydase.
-Cyclo-oxygenases.
-Lipo-oxygénases.

-Phagocytes.

-Réactions desions de transition.

-Toxiques environnementaux.
-Radiations ionisantes.

- Radiations UV.

-Champs électriques..

-X énobiotiques prooxydants.
-Cytokines pro inflammatoires.
-Tabagisme.

-Chémothérapie.

-Ozone.

-Inflammation.

- Etat d’ ischemie-reperfusion.
-Atherogénése.
-Hémodialyses.

-exerces intensifs.

[1-1-4-1-Sour ces exogenes

Les sources exogenes peuvent étre représentées par des facteurs environnementaux,
pollutions diverses, produits chimiques ainsi que des contaminations par des métaux lourds ou
certaines carences nutritionnelles (Priyadar sini., 2005). Parmi ces facteurs, on retrouve:
v' L' dimentation (antibiotiques, alcool, café, aiments riches en protéines et/ou en
lipides et/ou aindice glycémiqglle élevé, faible consommation d' antioxydants) (Hu et
al., 2006; Moller et al., 1996);
v' Le CO, atmosphérigue (Bentes de Souza et al., 2004);
v' Les polluants (fumée de cigarette, pollution atmosphérique (SO, NO,, Os,
hydrocarbures), métaux occupationnels (métaux de transition tels le mercure, le fer, le
cadmium et le nickel, arsenic, amiante) (Valko et al., 2006 ; Valko et al., 2005 ;
Moller et al., 1996). Les métaux lourds ayant une grande affinité avec les
groupements sulfhydryles (-SH), ils inactivent facilement les antioxydants contenant
du soufre (Houston C., 2007);
v Les médicaments (traitements contre le cancer, psoraléne) (Moller et al., 1996);
v Lesradiations (ionisantes, ultraviolets, micro-ondes) (Moller et al., 1996) ;
v" L'absorption dermique (insecticides, médicaments) (Moller et al., 1996).
[1-1-4-2-Sour ces endogéns

Les systémes biologiques les plus simples générant des ROS sont les constituants
cellulaires solubles capables d’activer I’oxygéne moléculaire lors des reactions
d’autooxydation. Ce groupe comprend, parmi d’autres, des thiols, des hydroquinones, des

flavines, des catécholamines, des tetrahydropterines, des hémoprotéines, et des métaux de
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transition (Maged., 1999). Les ERO peuvent auss étre produits par la NO Synthase (ou
NOS), a des fins de médiation par les neurons, les cellules endothéliales ou |es macrophages.
De maniére générale, toute réaction biochimique faisant intervenir de I'oxygéene moléculaire
est susceptible d'étre al'origine d'une production des radicaux libres oxygeénés (voir figure 07)
(Mao et Paznausky., 1992).

Microsomal Oxdaton, .
Flavoproteina, CYP enzymes Myeloperoxdase
(phagocytes)

Xanthane Ondase

NOS isoform
Endoplasmec Roticulum “\ Transition
i métals
H-rn.-
Cytoplasm Lysosomes
Fe

2. °

Oxdases, Peroxisomes Mitochondria

Flavoprotens

lasma Membrang Electron transport
L.p.um,gan.:lﬂ!-

Prostaglandn synthase
NADPH omdase

Figure 07: Source endogenes des especes réactives (Belkheiri., 2010).

La principale source des radicaux O, et H,O,, pendant le métabolisme énergétique
cellulaire, est la chaine respiratoire (Daverman et al., 2002). Les mitochondries ont été
identifiées comme responsables de I'initiation de la plupart des réactions des radicaux libres se
produisant dans les cellules (Fusco et al., 2007), I’oxygéne est réduit a 95 % dans les
mitochondries (centrale énergétique de la cellule) par voie enzymatique en molécule non
toxique comme H,O (Belkheiri., 2010).

En effet, environ 2 a5 % de I’oxygene font I'objet d'une réduction monovalente suite a
une fuite des électrons dans la matrice mitochondriale au cours de leurs transfert du complexe
| au cycle des quinines (Balaban et al., 2005 ; Vergely et Rochette., 2005). Cette fuite est
plus importante dans le cerveau a cause de ses demandes énergetiques élevées (20% de I’O,
consommé) (Halliwell., 2006). En effet, pendant la réduction de I’oxygéne par les
cytochromes ils se forment les ROS comme 1’02°, H,O, et HO® sous I’effet des complexes |

et 111 considérés comme générateurs potentiels du ces radicaux libres (Figure 08).
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Figure 08: Sites de production de ROS au niveau de la chaine respiratoire (Gar ait., 2006).

Par ailleurs plusieurs systémes enzymatiques sont entrainés dans la production des
ROS, entre autres la NADPH oxydase, xanthine oxydase, NO synthase, Myél operoxydase.
NAD(P)H oxydase qui est une enzyme membranaire (Delattre., 2005), présente
notamment dans les cellules phagocytaires, et est susceptible de produire de I’anion
superoxyde lors de la phagocytose (M aghzal et al., 2012), utilisant NAD(P)H comme
substrat et génére O2°" (Salvayre et Salvayer ., 2005) selon la réaction suivante:

NADPH oxvdase
20, + NADPH =20, + NADP* + H"

Xanthine oxydase (XO) catalyse la dégradation de I'hypoxanthine en acide urique en
condition de forte demande d’ATP et de déficit en oxygéene. Mais elle peut également
catalyser |'oxydation de la xanthine en acide urique, notamment lors dischémie

reperfusion ou d'hypoxie (Barouki., 2006 ; Fontaine., 2007).

Xanthine oxydase
Xanthine + 20, + H,0 » Acide unique + 20,* + 2H*

NO synthase est présente dans la cellule nerveuse et plus abondante chez lacellule
phagocytaire et endothéliale (Vamecq et al., 2004).
Myéloperoxydase (MPO) En utilisant le peroxyde d’hydrogene comme substrat

oxydant, la myéloperoxydase sous forme pro-MPO et MPO mature exerce une activité
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de peroxydase et une activité de chloration (Bossy et al., 1998 ; Barouki., 2006). de

son coté catalyse la réaction suivante:

H20:2 + Cr+ R » HOCI+ H20

I1-1-5- Conséquences du stress oxydant

Les ERO réagissent avec les premiéres molécules qu’elles rencontrent (Gamet.,
2011), la production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des meétabolites libérés
notamment lors de |I'oxydation des lipides (Harris., 2002).

Le stress oxydatif traduit par des dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants
cellulaires. les lipides avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec
I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléques avec un risque de mutation et
de cancérisation (Blandine., 2006) (voir Figure 09).
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Figure 09: Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les ERO (Blandine,,
2006).
|1-1-5-1-Peroxydation lipidique

les acides gras polyinsaturés (RH) comme I’acide linoléique ou I’acide arachidonique sont
les cibles privilégiées des ROS (Etsuo et al., 2005) qui conduisent a la formation des

radicaux et des peroxydes lipidiques (Tratner., 2003 ; Delattre., 2005) (Figure 10), qui
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modifie la fluidité et la perméabilité de |la membrane (Martfnez., 1995). L 'auto-oxydation de

molécules telles que la dopamine, |'adrénaline, les flavines et les hydroquinones est une

importante source de ROS (Freeman et Crapo., 1981).
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Figure 10: Mécanisme de la peroxydation lipidique (Tim., 2009).

Lipoprotéines
Les lipoprotéines de faible densité sont susceptibles d’étre oxides par les ROS qui

provoguent un changement dans leur structure conduisant a laformation des aldéhydes (MDA
et HNE) (Nicolosi et al., 1999).

|1-1-5-2-Oxydation des protéines

Les protéines sont aussi des cibles pour les ROS en particulier certains acides aminés
comme la cystéine, laméthionine et latyrosine (Tratner., 2003).
La modification des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les ROS est a
la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés (Pincemail J., 2006) et la perte de
groupes sulfhydryl critiques (Kehrer., 1993).
I1-1-5-3-Oxydation de I’AND

Les bases nucléiques sont susceptibles d’étre directement oxydées par les ROS,
conduisant a la formation de 8-oxo-guanine, a I’origine de mutations géniques (Barouki.,
2006) pouvant conduire au développement du cancer (Beckman et Ames., 1997). Encore,
Les adéhydes issus de la peroxydation lipidique (4- HNE et I’MDA) sont des agents
carcinogénes vialaformation des adduits avec les bases nucléiques (Feng et al., 2004).
I1-1-5-4-Oxydation des glucides

L’oxydation du glucose conduit a la formation de différents intermediaires réactifs, dont
les produits terminaux de la glycation protéique, les AGE (Advanced Glycosylation End

Products) saccumulent au niveau des proténes a durée de vie longue, entrainant notamment
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une perte d'édasticité tissulaire au niveau des vaisseaux sanguins et du cristallin (Levine.,
2000).
I1-2- Antioxydants

Le corps humain subit les effets du stress oxydatif tout au long de sa vie. C'est
pourquoi il ad( évoluer et se créer une barriere de défense naturelle contre les radicaux libres
(Gbadegesin et al., 2014). Les cellules possedent des mécanismes de défense endogéns
enzymatiques et non enzymatiques qui, de maniére géné&ale, suffisent a renverser le stress
oxydant, résultant du métabolisme aérobie, appel és antioxydants (Wassmann et al., 2004).

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable ,a concentration
relativement faible ,d'entrer en compétition avec d'autre substrat oxydables et ainsi retarder ou
empécher I'oxydation des ces substrats (Comhair et Erzurum., 2002 ; Droge., 2002 ; M ates
et al., 1999).

Nous considérons d’une part les molécules non enzymatiques apportée par I’alimentation
sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides, les polyphénals,
ubiquinone, flavonoides et les oligo-éléments (comme le Zn ou le Se).D’autre part, un
systeme enzymatique endogene détoxifiant composeé des superoxyde-dismutases (SOD), des
catalases (CAT), des glutathion peroxydases (GPX) etc...et aussi de substances endogenes
comme le glutathion (GSH) (voir Figure 11) (Ham et Liebler., 1995).
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Figure 11: Distribution des antioxydants dans la cellule (Ham et Liebler., 1995).
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[1-2-1- Antioxydants enzymatiques
[1-2-1-1-Super oxyde dismutases (SOD)

Sont métalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre le
stressoxydant, assurent I’élimination de I’anion super-oxyde O2e- par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygeéne (Fridovich., 1995).

SOD (Cu/Zn)
20-" + 2H = H-0:+ O:

Trois formes de SOD existent chez les mammiféres. une forme extracellulaire (Ec-
SOD), une forme mitochondriale utilisant le manganese comme cofacteur (Mn-SOD), et une
forme cytosolique utilisant le cuivre et le zinc comme cofacteurs (Cu/Zn-SOD) (voir Figure
12) (Fridovich., 1995).

cell mambrane

- Hzcm2

Figure 12: Lestroistypesdela SOD (Stevnsner et al., 2002).
I1-2-1-2-Glutathion peroxydase (GPx)

C’est la deuxieme ligne de défense enzymatique, empéche la formation des radicaux
libres, chez les mammiferes. C’est une enzyme a sélénium présente dans le cytosol et la
mitochondrie. Elle peut réduire d’une part I’ H,O, en H,O et d’autre part les hydroperoxydes
organiques (ROOH) en alcool (ROH) (Favier., 2003 ; Fontaine., 2007).

. I~ iSe) o A
2ZH20:2+ 2GSH ———m 8 GGSS5G + H20)

LY W ]

ROMIH+ 26:5H = ROH + S50G + H20)

|1-2-1-3-Catalase (CAT)

Est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene
moléculaire. Avec le fer comme cofacteur, |a catalase est essentiellement présente dans les
peroxysomes hépatiques, mais aussi dans les hématies et les mitochondries de cellules
cardiagues (Putnam et al., 2000).
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2H20 + O2

I1-2-1-4-Glutathion réductase (GRase)

La glutathion réductase, quant a elle, a pour réle de régénérer le GSH a partir du
GSSG, et elle est couplée a I’oxydation du glucose-6 phosphate en 6-phospho gluconate
source de NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons. En effet, la concentration
cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la
GSH-Px maintienne sa function (voir figure 13) (Gar ait., 2006).

ROH - IGSH - HADPH I
\ / y
k|
H. O, \ :
ROOH = =
2 G556 NMaDP

Se et AL : GEPDH
| lea sdélénoenymas |

- Thio-5-5
-

W
ROH - 2 thhorédoxine-SH NADPH

Figure 13: Interaction entre les sélénoenzymes et autres enzymes antioxydantes pour
I’élimination des radicaux libres (Roussel et Hininger ., 2009).

I1-2-1-5-Glutathion S-transférase (GST)

Réduit les hydroperoxydes en acools, mais ne réduit pas I'H,0, (Garait., 2006).

GST
OO0OH + 2 GSH = ROH + H>O + G55G

[1-2-2- Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques, sont des micronutriments exogenes apportés par
I’alimentation ou des constituants endogenes. On distingue les antioxydants hydrosolubles
comme le glutathion, I’acide ascorbique (vitamine C), I’acide urique, I’albumine et les
antioxydants liposolubles: [I’alpha tocopherol (vitamine E), I’ubiquinone (CoQ10), les
caroténoides (Ballatori et al., 2009) (voir Tableau 05).
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Tableau 05: Propriétés antioxydantes de certains composes.

Antioxydant Activité antioxydante

Lavitamine E prévention de I’oxydation des LDL (Nicolosis et
al., 1999) I’athérosclérose et d’autres maladies
cardiovasculaires (Thomas et Stocker., 1999;
Vivekananthan et al., 2003).

LavitamineC recyclage de la vitamine E et le glutathion
(Baskin et Salem., 1994).
L’acide lipoique Inhibiteur de la glycooxydation (Cillard et

Cillard., 2006), prévention de la lipody-strophie
et la neuropathie mendiées par les ROS
(Schmitt et al., 2006).

L’acide urique Piégeur puissant des radiaux: O,° °, OH°, RO,°
(Durackova et al., 2008).
Leselenium Nécessaire a I’activité de nombreuses séléno-

enzymes anti-oxydantes: GPx, TRX...etc
(Baskin et Salem., 1994).

CoenzymeQ Piégeur puissant des radiaux superoxyle et
inhibiteur de la peroxydation lipidique (Kehrer.,
1993).

L e glutathione Participant &  l’activité  des  enzymes
antioxydantes.

Capture des especes radicalaires (Durackova et
al., 2008; Beaudeux et Dominique., 2005).
GSH +R° - GS* + RH

Lezinc La prévention des effets toxiques dus aux
radicaux libres est primordiale.

le maintien de la SOD qui est un piégeur capital
des ions superoxydes (Baskin et Salem., 1994).

Labilirubine Protection des acides gras libres et de I’albumine
contre [I’attaque radicalaire (Beaudeux et
Dominique., 2005).

B-caroténes Contrélent efficacement la génération de
radicaux libres notamment en captant I’oxygene
singulet (Beaudeux et Dominique., 2005):

O, '+ B-caroténes — B-caroténes + O
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Quercétine

[11-1-Définition dela quercétine

La quercétine est un flavonoide aimentaire important présent dans plusieurs fruits et

légumes (Sashindran et al., 2015). Elle est connue pour étre une molécule antiinflammatoire,

anticancéreuse, antioxydante et neuroprotecteur contre les dommages de stress oxydatif par

I’élimination des actions déléteres des radicaux libres auprés de structures cellulaires dont

I’ADN et les membranes phospholipidiques et par leur capacité a moduler intracellulaire des

signaux favorisant la survie cellulaire (Leclerc ., 2012 ; Godoy et al., 2016 ; Turner et al.,

2016).

I11-2-Propriétésdela quercétine

Le tableau 06 présente les principales caractéristiques physico-chimiques et

biologiques de la quercétine.

Tableau 06: Principales caractéristiques de la quercétine (L eclerc., 2012; Godoy et al., 2016).

Nom et Formule chimique

Structure

3,3,4',5,7-pentahydroxy-2-phénylchromén-4-one (C15H1007)

Propriétés
Physicochimiques

Poudre blanche peu hydrosoluble (3 a4 g/L selon pH) et non
volatile (tension de vapeur < | nPaa25C).

Classement réglementaire

T : Directive 67/548/EEC,

Persistance d’action

Demi-vie sur fe sui comprise entre 4 a6 jours. Délai d’emploi
avant récolte selon le type de culture

Teneurs max en résidus
dans et sur lesdenrées

0,03 (Thé noir) 21800 (Cépre) mg/kg selon le type de culture

DL50

161 mg/kg/j (oral chez les rats)

Organescibles

SNC : ataxie et trémulations. Foie : hypertrophie lobulaire.

Génotoxicité

Résultats équivoques sur testsin vitro, négatifs sur testsin vivo.

Reprotoxicité

Pas d’effet tératogene ni feetotoxique (rat, lapin)

I11-3-Classification et sources de quer cétine

On trouve la quercétine (QR) dans la catégorie des flavonols. Elle est a comme

particularité structurale posséder des groupes hydroxyles (OH) aux positions 3, 5, 7, 3' et 4'.
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La QR setrouve le plus couramment dans la nature sous une forme glycosylée (Guillaume et
al., 2010 ; Leclerc., 2012). Elle se trouve en plus grande quantité dans certain aliments
(tableau 07). Cateneur peut varier fortement selon des facteurs génétiques ou physiologiques
liés alaplante (Bouhaddouda., 2016).

Tableau 07: Teneur en équivalent quercétine de quelques fruits et Iégumes (L eclerc., 2012).

Fruit ou légume Quantité (mg/100g)
Oignon 35
Pomme 4-14
Tomate 11
Canneberge 13
Olive 6-122
Raisin 3,6

I11-4-Mode d’action de la quercétine

La quercétine peut d’abord pieger directement un radical libre et réagir avec lui pour
le stabiliser, selon I’équation suivante:

Quercétine (OH) + R —* Quercétine (0O') + RH

Ou le R' est le radical libre et le RH est le radical libre oxygéné. Ici, c’est le
groupement hydroxyle (OH) de la quercétine qui réagit avec le radical libre (O"). Il en résulte
une oxydation de la quercétine par le radical libre qui lui devient inactif (Nijveldtet et al.,
2001). Ce sont les deux hydroxyles du groupement catéchol (Figure 14) ainsi que accéder au
paramétre de I'insaturation en 2,3, conjugué a la fonction 4-oxo, du noyaux C qui sont
responsabl es de la capacité antioxydante de ce flavonoide (Bors et al., 2001). Une maniére de
paier a ce mangue de solubilité consiste a conjuguer la quercetine pour former un complexe
capable de rester en suspension dans le milieu aqueux. Elle est aussi capable d’associer avec
certaines molécules solubles comme la cyclodextrine (Ficarra et al., 2002 ; Calabr et al.,
2004).

1) le groupement cathéchol (jaune),
® 2) lelien insaturé du noyau C (rouge),

3) lafonction 4-oxo (vert),

® 4) les groupes ayant une affinité pour

lesions métalliques (bleu).

Figure 14: Structure de la quercétine et leurs caractéristiques (Williams et al., 2004).
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[11-5-Absor ption et la Biodisponibilité de la quer cétine

Dans les aliments, quercétine se produit principalement sous une forme délimitée avec
du sucre, des acides phénoliques, des alcools... etc. Le contenu et la forme de tous les dérivés
de la quercétine dans les aliments est importante pour leur biodisponibilité (Williams et al.,
2004). Apres ingestion, dérivés de la quercétine sont hydrolysée dans le tube digestif et
ensuite absorbés. Apres avoir été absorbé dans l'intestin gréle, la quercétine est transportée
vers le foie par la circulation portale, ou il subit un métabolisme de premier passage.
Ensuiteelle est distribuée avec ses métabolites dans différents tissus du corps. Elle est
fortement lié al'albumine dans le plasma avec un niveau plasmatique maximale atteint en 0,7
h & 7,0 heures apres son ingestion.et un demi-vie d'édimination d'environ 25 heures (Young et
al., 1999).
[11-6-Toxicité dela quercétine

A plus fortes doses (>40 uM), la quercétine aurait un effet pro-oxydant en favorisant
la formation de radicaux libres (Sakao et al., 2009). Ce stress oxydatif entrainerait des
dommages I’ADN irréversibles, conduisant au déclenchement de I’apoptose (Manouchehri
et al., 2016). La quercétine utiliste a de telles concentrations aurait donc un effet
thérapeutique, et préventif (Turner et al.,, 2016). De fagon surprenante, cet effet
proapoptotique de la quercétine cible spécifiqguement les cellules malignes en épargnant les
cellules saines. L’origine de cette spécificité n’est pas encore clarifiée (Guillaume et al.,
2010).
[11-7-Importance phar macologique de la quer cétine

La quercétine est reconnue pour ses propriétés dantioxydant. Les propriétés
antioxydants des composés phénoliques sont liées par leur capacité a transférer un atome
d’hydrogene ou un électron, ainsi la chélation d'ions métalliques et I'inhibition de I'activité des
oxydases. La quercétine est aussi capable de chélater des métaux de transitions, comme le fer.
On sait que le fer est impliqué dans la réaction de type Fenton avec le H,O, pour produire les
radicaux libres la section. Ainsi, la capacité de la quercétine a capter le fer permet de réduire
la formation de radicaux libres et il semble que le groupe cathécol de la quercétine
participerait ala chéation des métaux (Brown et al., 1998). De plus, la quercétine est capable
dinhiber la peroxydation lipidique (Terao et Piskula., 1999). Ainsi, la quercétine est un
neuroprotecteur, elle a des effets bénéfiques contre les maladies neuro-dégénératives. Auss,
elle est un hépato-protecteur, et anticancéreuse, et joue un réle dans la prévention des
mal adies cardiovasculaires (Lekic et al., 2013 ; Di Santo et al., 2003).
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Chapitre Matériels et Méthodes

[-1- Matériels
[-1-1- Animaux delaboratoire

Les animaux utilisés dans notre é&ude réalisées in vivo sont des rattes femelles Wistar
Albinos au nombre de 30 rattes, &gés de 6 a 8 semaines dont le poids varie de 140 a 197g.
elles proviennent de l'institut Pasteur d'Alger, et devées a I'animalerie de la faculté des

sciences de la nature et de vie de I'université Echahid Hamma L akhdar d'El-oued.

I-1-2- Produits chimiques et r éactifs

Nanoparticules d’oxyde de fer (poudre), Quercétine (poudre), Chlorure de sodium (Nacl),
le 1-butanol, Méthanol, Bleu de Comassie, Tris, H,SO, , EDTA, Sucrose, ALCL3-ethanol,
Chlorure d’hydrogene (HCI), acide sulfasalycilique (SSA), acide trichloroacétique (TCA),
acide thiobarbiturique (TBA), Butylhydroxytoluéne (BHT), 34eroxide d'hydrogene (H20.),
Tampon phosphate (KH,PO,4), acide salicylique, 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB),
GSH, 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB). Kit de réactif de I'urée, Kit de réactif de
créatinine, Kit de réactif I'acide urique, Kit de réactif de bilirubine totale, Kit de réactif de Fer
serique, Kit de réactif de |'aspartate aminotransférase, Kit de réactif de ['danine
aminotransférase, Kit de réactif de PAL.

[-2- Méthode
[-2-1-Protocole experimental
|-2-1-1-Conditions d’élevage

les rattes ont été soumis a une période d’adaptation de 15 jours, aux conditions de
I’animalerie; a une température ambiante (T° de chambre) avec un cycle naturel de lumiéere et
d’obscurité (une photopériode de 12 h/12 h). Etaient mis dans des cages plastiques, celles-Ci
sont tapissées d'une litiere constituée de copeaux de bois, Les cages sont nettoyées et lalitiere
est changée une fois par deux jours jusqu’a la fin de I’expérimentation. Ces animaux ont un
acces libre de nourriture par un régime standard et d’eau était remplie dans des biberons.

[-2-1-2-Répartition et traitement desrattes
Les rattes sont répartissent en six (06) groupes égaux gardés dans les mémes

conditions araison de cing (05) rattes par groupe, il s’agit:

Goupe T: 5 rattes saines (Témoin) recoit de I’eau distillée par gavage 0.5ml/jour
pendant 21jours.
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Groupe (D1): 5 rattes, recevant chague jour 100 pg/kg des nanoparticules d’oxyde de
fer superparamagnétiques dissous dans I'eau distillé (1ml/jour) par gavage
pendant 21 jours.

Groupe (D2): 5 rattes, recevant chague jour 150 pg/kg des nanoparticules d’oxyde de
fer superparamagnétiques dissous dans I'eau distillé (1ml/jour) par gavage
pendant 21 jours.

Groupe (TQ): 5 rattes saines (Témoin de quer cétine) recoit de la quercétine avec un
dose de 10mg/kg par gavage 0,5ml/jour pendant 21jours.

Groupe (D1+Q): 5 rattes, recevant chague jour 100ug/kg des nanoparticules d’oxyde
de fer superparamagnétiques dissous dans I'eau distillé (1ml/jour) par gavage
pendant 21 jours et traité par 10mg/kg de quercétine (Q) (0.5ml/jour) pendant
15jours.

Groupe (D2+Q): 5 rattes, recevant chague jour 150ug/kg des nanoparticules d’oxyde
de fer superparamagnétiques dissous dans I'eau distillé (1ml/jour) par gavage
pendant 21 jours et traité par 10mg/kg de quercétine (Q) (0.5ml/jour) pendant
15jours.

|-2-1-3-Sacrifices et préléevement du sang et des organes

Apres 16h de jeline, Les rattes sont anesthésiées par chloroforme (94%) et sont
sacrifiés par décapitation. Le prélévement sanguin seffectue le moment de sacrifice des rattes
dans des tubes EDTA pour FNS et des tubes secs pour les analyses biochimiques. Apres,
centrifugation du sang a 3000 tours/minute pendant 10 minutes. Le sérum est utilisé pour le
dosage des parametres biochimiques (glycémie, I'urée, acide urique, créatinine, bilirubine
totale, fer sérique, phosphatase alcalin, TGO, TGP). Apres la dissection, le foie, le cerveau et
les reins sont soigneusement prélevés, rincés dans |'eau physiologique, séchés et ensuite
pesés. Une partie des organes est utilisé pour la préparation des suspensions mitochondriales
et I’autre est conservé dans formolaldéhyde (10%) pour faire des coupes histologique. Les
suspensions mitochondriales des organes sont utilisés pour |e dosage des parametres du stress
oxydatif (protéines, maondiadéhyde (MDA), glutathion (GSH), catalase (CAT), glutathion-S-
transférase (GST), et glutathion peroxydase (GPx)).
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[-2-1-4-Pr épar ation des suspensions mitochondriales

L’extraction des mitochondries se fait au niveau de la faculté des sciences exactes et
sciences de la nature et de la vie de l'université de Larbi Tebessi —Tebessa- selon la méthode
décrite par (Rustin et al ; 1994) al'aide de centrifugeuse réfrigérée de type SIGMA 3-16K, il
s’agit d’une purification par centrifugation différentielle. Brievement, aprés décapitation des
rattes, le cerveau, les reins et le foie sont rapidement prélevés et immerger dans du tampon

TSE [10mM tris, 250mM sucrose, 0,1mM EDTA, pH 7,2 a 4C°]. Les tissus sont coupés

finement et potérisés dans 3,5ml de TSE, ce qui permet la destruction des cellules et la
libération des mitochondries. L’homogénat récupéré est centrifugé a 10000t/min pendant
10min permettant ainsi I’élimination des gros débris cellulaires. Le culot récupéré est
centrifugé une deuxieme fois a 10000t/min pendant 10min. Les surnageant issus des deux
centrifugations sont récupérés et centrifugés a 14000t/min a 4C° pendant 10min. Le culot
obtenu est resuspendu dans 1ml du TSE et centrifugé a 14000t/mn pendant 10min. Le culot
issu de cette derniére centrifugation est resuspendu dans 1ml du tampon TS (250mM sucrose,
50mM tris, pH 7,2 a 20 C°) et centrifugé pendant 10min a 14000t/mn. Le culot final constitué
des mitochondries, et est récupéré dans 500ul de tampon TS pour obtenir la suspension
mitochondriale fraiche dont une fraction servira directement dans I’évaluation de I’intégrité

fonctionnelle des mitochondries, |e reste est conservé a-80° C pour la suite des dosages.
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30 rattesfemelles Wistar Albinos

15jours
A d'adaptations
' Vs
10 rattes témoins 20 rattes traitées 21jours
| |
v v v v v’ v
05 rattes 05 rattes 05 rattes 05 rattes 05 rattes 05 rattes
traitées par traitées par Dosel Dose 2 Dosel Dose 2
|'eau la de de de de
distillée Quercetine SPION SPION SPION + SPION
Q +Q

des Paramétres
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HT, Lym,
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Urique, Urée,
Glycémie, Fer
sérique, Bilirubine T,
TGO, TGP, PAL.

Foie Reins Cerveaux
|\ J
Y
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CAT, GPx.

Figure 15: Schémarécapitulatif du protocole experimental.
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|-2-2-Parameétres d'analysés et méthodes
|-2-2-1-M éthode de dosage des par amétr es hématologiques

Le dosage des paramétres hématologique se fait par un analyseur hématologique de type
Mindray-BC-2800. On a basé sur la mesure des parameétres suivants. globules rouges,
hémoglobine, Lymphocyte, Monocyte, Hématocrite et plaquettes.
|-2-2-2-M éthodes de dosage des paramétr és biochimiques sérique

1- Dosagedelaglycémie

Principe

La glycémie est la détermination enzymatique du glucose se fait selon les réactions

suivantes (SHEN., 2009).

Glucose oxydase
Glucose +O, > Acide gluconique + H,0,

Per oxydase
2H,0,+ Phénol+4-Amino-antipyrine » Quinoneimine rose +4H,0,

% Mode opératoire
- Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif
- Doser selon le tableau (08) ci-apres. En suite lire la DO aprées une incubation de 10
minutes a 37°C ou 30 mn a20-25 °C la coloration est stable 30 minutes.

Tableau 08 : Mode opératoire de dosage de glycémie

Blanc Standard Echantillon
Standard - 10yl -
Echantillon - - 10pul
Réactif de travail Iml lml Iml

2- Méthode de dosage defer sérique
Principe
Le dosage de fer sérique se fait selon une méthode colorimétrique. A pH 4,8 le fer
Ferrique (Fe+++) est libéré instantanement de la transferrine. L’acide ascorbique le réduit en
fer 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 I’interférence des ions

cuivreux (Williams.., 1977).
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3- Méhode de dosage de bilirubine totale
Principe
La bilirubine totale a été déterminée suivant la méthode d’acide sulfanilique. Réaction
entre la bilirubine et I’acide sulfanilique diazoté qui conduit a un composé, I’azobilirubine,
coloré en milieu trés acide ou basique. Principe de Malloy-Evelyn modifié par Walters et al :
en solution aqueuse, seule laBD réagit. Pour doser laBT il est nécessaire de rompre laliaison
entre la bilirubine indirecte et I’albumine. Cette étape est réalisée par I’addition de diméthyl
sulfoxide (DMSQO). L’absorbance de I’azobilirubine ainsi produite est proportionnelle a la
concentration en bilirubine et est mesurée a 550 nm (530-580) (Walters & Gerarde., 1970).
4- Meéthode de dosage d’acide urique
Principe
Le dosage d’acide urique est par I’utilisation de test colorimétrique Uricase-PAP.
L’acide urique est dosé selon les réactions suivantes (Barham & Trinder., 1972):

Uricase
Allantoine + CO, + 2H,0, » Allantoine + CO, + 2H,0,

Péroxydase
2H,0,+ Amino-4-antipyrine  ———» Quinonerose + 4H + Dichloro 2-4

Phénol sulfonate.

5- Méthode de dosage d’ureée sérique
Principe
Le dosage d’urée sérique se fait selon la méthode de Berthelot modifiée. L’urée est
dosée en cinétique selon laréaction suivante:

Uréase
Urée+ H20 ——» 2NH3+ CO

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent
en formant un composé de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont I’intensité est
proportionnelle ala concentration en urée (Mac Key & Rackeyll., 1927).

6- Méthode de dosage de créatinine
Principe
La créatinine a été déterminée suivant une méthode cinétique colorimétrique sans

déprotéinisation. La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec I’acide
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picrique. La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de
créatinine (L arsen., 1972).

7- Méhode de dosage del'activité del'aspartate aminotransférase (AST)
Principe
Le dosage de I'activité de I'Aspartate aminotransférase (AST ou TGO) est selon une
méthode développée par Karmen et optimisée par Henry (Conforme aux recommandations de

I’IFCC). Le schéma réactionnel est le suivant:

AST
L-Aspartate + 2-Oxoglutarate—— . Oxaloacétate + L-Glutamate

MDH
Oxaoacétate + NADH+H+ — 5 L-Maae+ NAD

La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD et
proportionnelle a I’activité AST dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de P5P
contribue a une forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Henry., 1960).

8- Méthode de dosage del'activité del'alanine aminotransférase (AL T)

Principe

Le dosage de I'activité de |'alanine aminotransférase (ALT ou TGP), est selon une
méthode développée par Wrobleski et La Due, et optimisée par Henry et Bergmeyer
(conforme aux recommandations de I’IFCC). Le schéma réactionnel est le suivant:

ALT
L-Alanine + 2-Oxoglutarate ————— Pyruvate + L-Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH + H+ > L-Lactate + NAD+

La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+ et proportionnelle a

I’activité ALT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de P5P contribue a une
forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Bergmeyer ., 1978).
9- Méthode de dosage de I’activité de la phosphatase alcaline (PAL)
Principe
L activité de la phosphatase alcaline a été déterminée suivant une méthode cinétique
p-Nitrophénilphosphate DGKC. La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I’hydrolyse du p-
nitrophénlyphosphate (pNPP) a pH 10,4 libérant du p-nitrophénole et du phosphate en

fonction de la réaction suivante:
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PAL
p-Nitrophénylphosphate + H, O ——— » p-Nitrophénole + Phosphate
La vitesse de formation du p-Nitrophénole, déterminée par photométrie, est
proportionnelle a la concentration catalytique de phosphatase alcaline dans I’échantillon testé
(Rosalki., 1993).

|-2-2-3-M éthode de dosage des paramétres du stress oxydatif

1- Dosage desprotéinestissulaires
Principe
La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976).

Les protéines réagissent avec un réactif coloré contenant de |'acide ortho-phosphorique, de
I'éthanol ainsi que le bleu de coomassie (BBC). Ce réactif réagit avec le groupement (NH>)
des protéines. L'intensité de la couleur reflete la concentration des protéines (Bradford,
1976).

¢+ Protocole expérimentale

- Prélever 100ul de I’homogeénat.

- Ajouter 5 ml du réactif coloré (BBC).

- Agiter et laisser 5 min pour la stabilisation de couleur.

- Mesurer I’absorbance optique a595nm contre un blanc contenant I’eau distillée a la
place de I’homogénat. La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe
d’étalonnage préalablement tracé (0.2 — 1mg/ml de sérum albumine de bovin) (Courbe
d’étalonnage: voir annexe).

2- Dosage de glutathion (GSH)

Principe

Le dosage du glutathion est réalisé selon le procédé de Weckbeker et Cory (1988).
Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de I’acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I’acide5, 5°-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(réactif d’Elleman) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, I’homogénat
doit subir une déprotéinisation (par I’acide sulfosalycilique 0.25%) afin de garder uniqguement
les groupements-SH spécifique du glutathion (weckbeker et Cory, 1988).

¢ Protocole expérimentale

- Unefois prépare, I’ homogénat est déprotéinisé; 0.8 ml de ce dernier auguel on goute
0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique a 0.25%.

- Agiter lemélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace.

- Centrifugé pendant 5min a1000 t/min.
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- Prélever 0.5 ml du surnagent.

- Ajouter 1 ml de tampon trisHCL+EDTA (0.02M), PH=9.6.

- Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5°-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01M dissous dans le méthanol absolu.

- Laisser pendant 5min atempérature ambiante. puis lecture delaDO aA= 412 nm.

v' Calcul
La concentration en GSH est obtenue par la formule suivante:
DO x 1% 1.525
[GSH] = okl nM GSH/mg prt.

13100%0.8 x0.5 mg de prt
DO: Densité optique;
1: Volume total des solutions utilisées de la déproténisation (0.8 ml homogénat +
0.2ml SSA);
1.525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant + 1 ml Tris—EDTA + 0.025 ml DTNB);
13100: Coefficient d'absorbance (contenant le groupement —SH a 412 nm);
0.8: Volume de I'nomogénat apres déprotéinisation trouvé dansun 1 mi;
0.5: Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.
On que la concentration de GSH est mesuré par apport a 1 mg de proteine. C’est pour cela ce
dosage doit étre accompagne par |le dosage des protéines.
3- Glutathion peroxydase (GPx)
Principe
L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la
méthode de Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde
d’hydrogéne (H2O,) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en

(GSSG) sous I’influence de la GPx selon la réaction suivante (Flohe et Gunzler, 1984):

H2Ox+ 2GSH » GSSG +,H0

¢+ Protocole expérimentale

- Dans un tube sec, 0.2 ml de surnageant est additionnée a 0.4 ml de GSH a 0.1 mM
(réaction enzymatique) + 0.2 ml de TBS ( Tris 50 mM, Nacl 150 mM, Ph 7.4).

- Incubation au bain marie a 25° C pendant 05 min puis addition de 0.2 ml dH,0,
(1.3mM) pour initier laréaction.

- Incubation 10 min.

- Addition de 1ml de TCA 1% T pour arréter laréaction.
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- Le mélange se met dans la glace pendant 30 min. Centrifugation durant 10 min a
3000t/min. 0.48 ml de surnageant sont placés dans une cuve est additionnés de 2.2 mli
de TBS+0.32ml de DTNB a1mM.

- Mesure deladensité optique a 412 nm dans les 05 min.

v’ Calcul
L adétermination de |'activité de la GPx sefait de lafagon suivante:

- Activité de GSH consommeée/min/gr de protéine
Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit ----- DOb.

Extrait = 0.04 // /] ------ DOe.

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe — Dob

_ (POe—DOb )x0.04

X Dok

= quantité de GSH réduite disparue (oxydee).

5

la comcentration de protéine

L activite de la GPx= La quantité de GSH reduit disparue X

4- Glutathion-S- transférase (GST)
Principe
La mesure de I’activité de la glutathion-S- transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de (Habig et al., 1974).Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CONB (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion
(GSH), la conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyl 2-4 Di
nitrobenzene (Habig et al., 1974).

¢ Protocole expérimentale

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité
de conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de I’activité GST. Les échantillons sont
homogeénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH 6,5). L’homogénat est centrifugé a
1400 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira comme source d’enzymes. Le
dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB (1mM)),
GSH (5mM). La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chague 15
secondes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée
remplacant la quantité de surnageant.

v’ Calcul

La concentration de la GST est obtenue par laformule suivante:
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(B0 échant/ min= DO blanc/min)

9.6 xmyg de protéine

GST (nmol GST /min/mg de protéine) =

DO: Densité optique de I’échantillon /min ;

DO/min blanc: Densité optique du blanc /min ;

9.6: Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.

5- Catalase (CAT)

Principe

Les catalases sont présents dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’heme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde

d’hydrogéne (H20O) toxigue pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi., 1984).

Catalase
2H-0, > 2H0 + Oy

L activité de la catalase (CAT) est mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotométre
UV/visible par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) en faisant réagir dans 100 mM de tampon phosphate pendant 1 min a pH
7.4, 200 pl d’H,0O, (500mM) sur 20 ul de I’homogénat, a une température d’incubation de
250C. Lesrésultats ont été exprimés en y moles d’H,0, par minute et par mg de proténes.

On note que:

- Lalecture contre le blanc réactifs (Tampon phosphate).

- Laquantité du surnageant doit étre déterminée en fonction de la quantité de protéines
qui doit étre comprise entre 1 et 1,5 mg/ml, soit une quantité de 10 a 20 pl de solution
dilué.

- L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps de
pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotometer.

- Lalecture de I’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durent 60 s de mesure.

- Le coefficient d’extinction d’H,0O; étant de 0,043 mM-1cm-1.

v’ Calcul

L activité enzymatique est calculée en termes d'unité internationale par minute et par
gramme de protéine (Ul/min/g de proténe), selon laformule:

Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A?2) /g de protéine.
A1l : Absorbance ala premiéere minute.
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A2 : Absorbance aladeuxiéme minute.

T : Intervalle de temps en minute.

6- Malondialdéhyde (MDA)

Principe

Le MDA peut étre détecté par une reaction colorimétrique a I’acide thiobarbiturique
(TBA). La détection du MDA issue de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3 ou 4
doubles liaisons peroxydées, constitue une méthode trés sensible pour déterminer une
lipopéroxydation in vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode de (Esterbauer et
al., 1992).

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogéne peut étre
donc mesuré par spectrophotométrie a 530 nm (Ester bauer et al., 1992).

¢+ Protocole expérimentale
- Prélever 375ul de I’lhomogénat (surnageant).
- Ajouter 150 pl dela solution tampon TBS (pH7.4).
- Ajouter 375 pl delasolution TCA-BHT
- Vortexer et centrifuger a 1000 tour/min pendant 10min.
- Prélever 400l du surnageant.
- Ajouter 80 pl du HCL 0.6 M.
- Ajouter 320 yl delasolution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM).
- Méanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.
- Lecture de ladensité optique a A=530 nm.
v’ Calcul
La concentration du MDA est calculée selon laloi de Beer-Lambert (DO = E.C.L):

po.1p®

C (nmol/mg de protéing) = ————

C: Concentration en nmoles /mg de protéines;

DO: Densité optique lue 2530 nm;

€: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1,
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm;
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X: Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml);
Fd: Facteur dedilution : Fd = 0.2083.
[-2-2-4-Analyse histologique
L'analyse histologique a été réalisée au niveau d’une clinique privée de Touggourt. La
technique utilisée est celle décrite par (Houlot., 1984) qui comporte les étapes suivantes; La
fixation des échantillons dans le formol, puis mise de ces échantillons tissulaires dans des
cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le passage des liquides. Déshydratation
et progressif les échantillons dans des bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 95%
et 100%). Inclusion et réalisation des blocs, Les pieces sont alors plongées dans des bains de
paraffine liquide. Les tissus éant maintenu et imbibes de paraffine, viennent alors I’étape de
I’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se
solidifiant, va permettre sa coupe. La réalisation des coupes minces de quelques microns est
possible gréce au Microtomes. Ces coupes sont photographiées a I’aide d’un appareil photos
liée a une loupe (Eso Bx305F).
[-2-2-5-Analyse statistique
Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de cing répétitions (moyen + écart
type), et pour mieux visualiser en utilisant I'office Excel 2007 pour représentés ces résultats
sous forme des graphiques et des histogrammes. L’analyse statistique a été réalisée al'aide du
logiciel MINITAB 13 Fr. La signification de différence entre les groupes témoin et les
groupes traités est vérifiée en utilisant le test t «Student», et le résultat de comparaison comme
suivant:
- p>0,05=ladifférence n’est pas significative,
(*,a 0) 0,05>P>0,01 = ladifférence est significative,
(**, b, B) 0,01> P> 0,001 = ladifférence est hautement significative,
(***, c,y) P<0,001 = ladifférence est trés hautement significative.
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Chapitre I1 Résultats et Discussion

II-1- Résultats

II- 1-1- Effets des SPION et la quercétine sur les parametres de la croissance globale des
animaux

Les résultats de 1’évaluation des paramétres de croissance en terme de poids corporel,
le gain de poids et le poids relatif durant les 21 jours de traitement des différents groupes
d’animaux par la dose de SPION et la quercétine sont illustrés par les figures (15- 17).
I1- 1-1-1- Poids corporel

Les résultats de 1’évaluation du poids corporel chez les différents groupes traités

durant 21 jours par la dose de SPION et a la quercétine (Figure 15).
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Figure 16: Poids corporel (PC) chez les rats témoins et traités: Différence entre poids initial
et final
II-1-1-2-Gain de poids (GP)
Les résultats de 1’évaluation du gain de poids chez les rats témoins et traités apres 21

jours de traitement par la dose de SPION et la quercétine (Figure 16).
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Figure 17: Gain de poids corporel (GP) chez les rats témoins et traités Comparaison avec

groupe témoin (T): **p <0.01
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II-1-1-3- Poids relatif (PR)
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Figure 18: Poids relatif des organes (foie, reins, cerveau) apres 21 jours de traitement par la

dose de SPION et la quercétine.

Les résultats obtenus suite a I’évaluation du PR montrent une augmentation non
significative (P >0,05) du poids relatif du organes (foie, reins, cerveau) chez le groupe traité
par la dose de SPION et diminution non significative de la quercétine.

II-1-2-Effet de traitement par la quercétine sur des paramétres hématologiques,

biochimiques et enzymatique chez les rattes contaminées par la Dose de SPION

II-1-2-1-Etude des paramétres hématologiques
Les résultats obtenus suite a 1’évaluation des paramétres hématologique sont illustre

dans le (tableau 09).
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Tableau 09: Taux d'hémoglobine, nombre des globules rouges, Hématocrite, Lymphocyte, Monocytes, et des Plaquettes chez le groupe témoin et les

groupes traités.

Moy S.E.M
FNS T D1 D2 Q QD1 QD2
Hémoglo-bine 11,275+0,171  10,565+0,097*** = 9,105+0,263*** = 11,266+0,327 > = 10,47+0,553"" 11,622+0,678"5P
(g/dD)
Globules rouges  5,077+0,0435 = 5,382+0.088** 6,060,423 * 5,372+0,232"°  5,065+0,125"° 5,445+0,273N°
(x103/pl)
Hématocrite 35,7+0,658 34,1+0,424%* 31,1740,702%* 35,15+0,465™°  34,64+0,427"° 36+1,273N5F
(%)
Lymphocyte 3,840,316 4,65+0,332%* 5,975+0,499%* 3,675+0,585™°  3,104+0,386"° 4,55+0,465"°
(x103/pl)
Monocytes 0,375+0,097 0,64+0,049%* 0,92+0,122%* 0,401+0,047"° 0,455+0,01™° 0,525+0,095 5
(x103/pl)
Plaquettes 653+39,33 437,67+11,24** = 347,55+38,9%* 642,5+49,9N° 280+23,87 3034451 %% ¥
(x103/pl)

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

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

p<0.05;bHp<0.01;

p <0.001 comparaison avec le groupe Dosel de SPION.

ap<0.05;Bp<0.01;yp <0.001 comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.

50




Chapitre 11
Résultats et Discussion

14 NS Ns B -7 *
12 *k ok Ns T 3 6 * % Ns NS o
S 25
Q 8 3 4
S 3
o 6 o 3
o0 S
(7]
g 4 9 2
\Q) 3
= o1
0 5
T D1 D2 Q Qp1 QD2 T DI D2 Q QD1 QD2
38 Ns 4 o
37 =)
Ns -|- 3 6 * %
g 35 - S 5 T Ns T
o— x
S 34 = 4| 1 Ns
S 133 * % o
g 3 s 3
L 31 2
30 &
€ 4
29 =
28 0
T DI D2 Q QD1 QD2 T DI D2 Q QD1 QD2
12 o 800
—_ . NS
I, = 700 | [
- = 600
o
o 08 * % 3 * % %
) . nsp || X 20 H—
v (7]
) 0,6 Ns NS T 2 400 wkx  FFEy
> @ 300 -
o 04 >
S & 200
0,2 o
= 100
0 0
T D1 D2 Q Qpl QD2 T DI D2 Q QD1 QD2

Figure 19: Parameétres hématologiques chez le groupe témoin et les groupes traités.
Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01; ***p < 0.001, avec groupe
traité par la Dose 1 de SPION : a p <0.05; b p <0.01;c p <0.001, avec groupe traité par la
Dose 2 de SPION : ap <0.05; B p<0.01;yp<0.001.

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative de la concentration de
I’hémoglobine chez les deux groupe dose de SPION par rapport au témoin.et les résultats

obtenus montrent que le traitement par la quercétine aux rattes intoxiquées par la D2 de
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SPION a induit une augmentation hautement significative de la concentration de
I'hémoglobine par rapport au groupe D2 de SPION.

Nos résultats indiquent aussi une augmentation des globules rouges de fagon hautement
significative chez le groupe D1 de SPION et significative chez le groupe D2 de SPION  par
rapport au témoin ,et diminution significative des globules rouges chez les deux groupe traité
par la quercétine par rapport au les deux groupe dose de SPION.

Nos résultats montrent aussi une diminution hautement significative de pourcentage
d’hématocrite chez les deux groupe dose de SPION par rapport au témoin ,et augmentation
hautement significative chez le rattes traité par la quercétine (QD2) par rapport le D2

Notre étude indique une augmentation hautement significative des monocytes et des
lymphocytes chez les deux groupes contaminées par dose de SPION par rapport au témoin ,et
diminution hautement significative des monocytes et des lymphocytes chez les deux groupe
traité par la quercétine par rapport les deux groupe dose de SPION.

Les résultats obtenues montrent une diminution trés hautement significative des plaquettes
chez le groupe D1 et une diminution hautement significative chez le groupe D2 de SPION par
rapport au témoin.

Ainsi, les résultats obtenus montrent une augmentation trés hautement significative de
nombre des plaquettes chez les deux groupes traité par la quercétine par rapport les deux

groupes dose de SPION.

I1-1-2-2- Effets des SPION et la quercétine sur les paramétres biochimiques
Les résultats obtenus suite a I’évaluation des paramétres biochimique sont illustre dans

le (tableau 10).
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Tableau 10: Teneurs sérique en glucose, du fer, bilirubine totale, acide urique, urée et créatinine chez le groupe témoin et les groupes traités.

Parameétres

Glycémie (g/1)

Fer sérique
(mg/l)
Bilirubine
Totale (mg/l)

Acide urique
(mg/l)
Urée sérique
(€4))
Créatinine

(mg/1)

Moy = S.E.M de 05 rattes de chaque groupe.
*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 comparaison avec le groupe témoin.

p <0.05 ; comparaison avec le groupe Dosel de SPION.

ap<0.05;yp<0.001 comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.
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Moy+ S.E.M
T D1 D2 Q QD1 QD2

1,204+0,0646 0,957+0,0359 ** = 0,8475+0,0403** = 1,142+0,0206"°>  1,18+0,0091"° 1,27740,0295~5 N
1,0050,052 1,332+0,069 * 2,065+0,16 ** 1,111+0,0416™°  1,16+0,0316 1,475+0,066 N7
4,14+0,773 6,441,222 * 8,605+1,7991 *  4,255+0,003"° 5,55+0,443™ 5,723+0.708 NS *
11,4+1,673 140,816 * 161,414 ** 10,2+0,814™° 10+1,816™° 13+1,5 N7
0,436+0,009 0,525+0,111 * 0,907+0,13 ** 0,362+,143™ 0,32+0,154™° 0,372+0,12 "7
7,246+0,731 7,988+0,375 * 9,25+0,465 ** 7,025+0,754™° 8,175+0,239 8,65+0,332 "7
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Figure 20: Concentration sérique du glucose, fer, bilirubine totale, acide urique, urée et

créatinine chez le groupe témoin et les groupes traités.

*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 comparaison avec le groupe témoin.
ap <0.05; comparaison avec le groupe Dosel de SPION.

ap<0.05vp<0.001 comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.
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Pour la glycémie, les résultats obtenus montrent une diminution hautement significative
chez les deux groupe dose de SPION par rapport au témoin.

résultats montrent que la concentration de fer sérique est augmentée significative chez le
groupe D1 et de facon hautement significative chez le groupe D2 de SPION par rapport au
témoin et les résultats de traitement par la quercétine aux rattes intoxiquées par la D1 SPION
a induit une diminution significative et de fagon hautement significative chez le groupe D2 de
SPION de la concentration de fer sérique.

la concentration de la bilirubine totale augmentation de fagon significative chez les deux
groupes dose de SPION par rapport au témoin ,et le traitement par la quercétine aux rattes
intoxiquées par le SPION a induit une diminution significative de la concentration de la
bilirubine totale.

Notre étude indique une augmentation significative de la concentration d’acide urique, de
I’urée sérique, et de la créatinine chez le groupe contaminé par la D1 de SPION et de facon
hautement significative chez le groupes D2 de SPION par rapport au témoin , le traitement
des rattes avec la quercétine a restauré la fonction rénale. L’effet protecteur de la quercétine
¢été reflété par la diminution des concentrations sériques de d’acide urique, de la créatinine et
de I'urée sérique de facon significative chez le groupe QDI par apport au groupe DI et
diminution de fagon trés hautement significative chez le groupe QD2 par apport au groupe

D2.

I1-1-2-3- Effets des SPION et la quercétine sur les enzymes sériques
Les résultats obtenus suite a 1’évaluation des enzymes sériques sont illustre dans le

(tableaull).
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Tableau 11: Activité du TGO, TGP, et PAL sérique chez le groupe témoin et les groupes traités.

Moy S.E.M
Paramétres | T D1 D2 Q QD1 QD2
L)) |
TGO sérique 88,78+2,63 110,84+7,04** = 118,85+2,02%** = 84,84+7,25"° 81+11,1™ 91,96+8,05™F
TGP sérique 58,2+2,74 70,58+2,91%+ 78,38+6,91* 59,68+8,88™°  54,96+10,04"°"  59,78+10,23 5P
PAL sérique 297+26,1 467,4+14,52%* = 544,4+71,8%%* 313+28,5" 288,8+44,5"°" 400,549,985

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

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

B p <0.01 comparaison avec le goupe Dose2 de SPION.
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Figure 21: Activité enzymatique de TGO, de TGP et de phosphatase alcaline chez le groupe
témoin et les groupes traités.

Comparaison avec groupe témoin (T): *p < 0.05; ** p<0,01;***p <0.001.
avec groupe traité par la Dose 1 de SPION : * p < 0.05 . avec groupe traité par la Dose 2 de
SPION: *p < 0.05; " p <0.01

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative de ’activité de TGO,
TGP et phosphatase alcaline (PAL) chez le groupe D1 de SPION par rapport au témoin. et de
facon trés hautement significative de D’activit¢ TGO, PAL et de fagon significative de
I’activit¢. TGP chez le groupes D2 de SPION par rapport au témoin. Ainsi, les résultats
obtenus montrent que apres le traitement par la quercétine D1 provoque une diminution
significative de 1’activité de TGO, TGP et phosphatase alcaline par rapport les le groupe D1
de SPION et de facon hautement significative chez le groupe traitement par la quercétine D2

par rapport les le groupe D2 de SPION.

I1-1-3- Effet de traitement par la quercétine sur des paramétres de stress oxydant chez
les rattes contaminées par la Dose de SPION

II-1-3-1- Etude de la peroxydation lipidique MDA et le glutathion réduit GSH

Les résultats obtenus suite a 1’évaluation MDA et GSH illustre sont dans le (tableau 12).
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Tableau 12: Concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA) et glutathion réduit (GSH) chez le groupe témoin et les groupes traités.

Parameétres
Foie
MDA
(nmol/mg) Reins
Cerveau
Foie
GSH (X107
nM/mg) Reins
Cerveau

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

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

p<0.05;bHp<0.01;

p <0.001 comparaison avec le groupe Dosel de SPION.

ap<0.05;B p<0.01 comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.
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Moy= S.E.M
T D1 D2 Q QD1 QD2

| 0.17+0,012 0.306+0,101*  0.184+0,055™° = 0.21+0,043"S 0.12+0,028"° 0.096:+0,071"5°
0.389+0,057 0.576+0,47**  0.611£0,067**  0.426+0,079™°  0.276+0,095™°"  0.310,016"°"
1.047+0,387 1.605+0,132%*  1.877+0,089*  1.076+0,055"° 1.427+0,133"° 1.362+0,0096™5"
1.9+0,32 0.84+0,04%* 0.46+0,19* 2.2+0,24™° 1.21£0,09™ 0.5+0,07+%*"S
3.43+0,22 1.06£0,33* 1.34+0,23* 3.63+0,11™ 1.2420,07™° 1.56£0,13"5"°
0.240,02 0.16£0,01%**  0.14+0,03** 0.25+0,21"° 0.33£0,0028™"  0.3+0,009™5
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Figure 22:Concentrations tissulaires de Malondialdéhyde MDA et glutathion réduit GSH
chez le groupe témoin et les groupes traités.
*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 group et Dosel de SPION.
ap<0.05;Bp<0.01;yp<0.001 comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.

Les résultats montrent une augmentation hautement significative de concentrations MDA

dans les reins et le cerveau chez le groupe D1 et dans les reins chez le groupe D2 par rapport
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au groupe témoin. et le résultats obtenir apres le traitement par la quercétine montrent une
diminution hautement significative de concentrations MDA dans le foie et les reins chez les
groupes QD1 et QD2 par rapport au groupe de D1 et D2. D’autre par, ils montrent une
augmentation significative de concentrations MDA dans le cerveau chez le groupe QD1 et

QD2 par rapport au groupe de D1 et D2.

Les résultats montrent une diminution significative de la concentration de GSH dans les
reins chez le groupe traité D1, D2 et dans le fois chez le groupe D2 par rapport au groupe
témoin. d'autre par, montrent une diminution hautement significative de GSH dans le foie
chez le groupe D1 et dans le cerveau chez le groupe D2, ils montrent aussi une diminution
trés hautement significative dans le cerveau chez le groupe D1 de SPION par rapport au
groupe témoin. et le résultats obtenir apres le traitement par la quercétine montrent une
augmentation non significative de concentrations GSH dans le foie et les reins chez les
groupes QD2 par rapport au groupe de D2. D’autre par, ils montrent une augmentation
significative de concentrations GSH dans le foie chez le groupe QD1 par rapport au groupe de
D1.et une augmentation hautement significative dans le cerveau chez groupe QD1 par rapport
au groupe de D1. Aussi montrent une augmentation trés hautement significative dans les reins

QD1 par rapport au groupe de D1.

11-1-3-2- Etude de l'activité de de catalase CAT, Glutathion S Transférase GST, et du
glutathion peroxydase GPx
Les résultats obtenus suite a 1’évaluation des CAT,GST et GPx illustre dans le (tableau

13- 14).
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Tableau 13: Activité de catalase (CAT), Glutathion S Transférase (GST), chez le groupe témoin et les groupes traités.

Parameétres
Foie
Catalase
(UI/mg Reins
prot)
cerveau
Foie
GST(nmo
I/min/mg Reins
prot)
cerveau

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

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

p <0.05;

p <0.001 comparaison avec le groupe Dosel de SPION.

ap<0.05;Bp<0.01;yp<0.001 comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.
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Moy= S.E.M
| T D1 D2 Q QD1 QD2

1.678+0,211 1.346+0,123%  0.6443+0,154* 1.97+0,11™ 0.962+0,09™" 0.8+0;03+* N
3.343+0,45 1.03£0,04%**  0.755+0,129* 4.196+0,61"°  2.742+0,554"° 1.781+0,23™N
3.68+0,521 2.97+0,52NS  2.589+0,17" 3.638+0,432™° | 4.33+0,445™ 3.86+0,7875F
0.195+0,092 0.095+0,007**  0.072+0,0042* 0.2420,034™ 0.212+0,007™° 0.088+0,008™"°
0.225+0,119 0.159+0,076*  0.178+0,098"° 0.311+0,122™  0.168+0,226™° 0.415+0,065°"
0.032+0,009 0.028+0,007% | 0.077+0,0062%**  0.022+0,0093"° = 0.035+0,0087"°"  (.042+0,0069"°
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Figure 23: Activités tissulaires de catalase, CAT et GST chez le groupe témoin et les groupes
traités.

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

ap<0.05;cp<0.001 comparaison avec le groupet Dosel de SPION.

ap<0.05;Bp<0.01;yp<0.001 comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.

Les résultats montrent une diminution non significative de la concentration de CAT
dans le foie chez le groupe D1 et dans le cerveau chez les groupe D1 et D2. d'autre par,

montrent une diminution significative dans le foie et les reins chez le groupe de D2 , ils
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montrent aussi une diminution trés hautement significative dans les reins chez le groupe D1
de SPION par rapport au groupe témoin.

Les résultats montrent une diminution non significative de la concentration de GST dans
les reins et le cerveau chez les groupe D2 et D1 réspectivement. d'autre par, montrent une
diminution significative dans le foie et les reins chez les groupes de D2 et D1 réspectivement,
ils montrent aussi une diminution hautement significative dans le foie chez le groupe D1 et
une augmentation trés hautement significative dans le cerveau chez le groupe D2 de SPION

par rapport au groupe témoin .

Nos résultats obtenir apres le traitement par la quercétine montrent une augmentation
significative de concentrations CAT dans le foie, les reins et le cerveau chez les groupes QD1
par rapport au groupe de D1. D’autre par, ils montrent une augmentation non significative de
concentrations CAT dans le foie et les reins chez le groupe QD2 par rapport au groupe de D2.
et une augmentation hautement significative dans le cerveau chez groupe QD2 par rapport au

groupe de D2.

Nos résultats obtenir apres le traitement par la quercétine montrent une augmentation
non significative de concentrations GST dans le foie et les reins chez les groupes QD2 et
QD1 réspectivement par rapport au groupe de D2 et D1. D’autre par, ils montrent une
augmentation significative de concentrations GST dans le cerveau chez les groupes QDI et
QD2 par rapport au groupe de D1 et D2. et une augmentation trés hautement significative
dans le foie et les reins chez groupe QD1 et QD2 réspectivement par rapport aux groupes de

D1 et D2.
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

Tableau 14: Activité du glutathion peroxydase (GPx), chez le groupe témoin et les groupes traités.

Moy S.E.M

Paramétres T D1 D2 Q QD1 QD2

Foie  1,23740,433  0,598+0,026%**  0,44+0,099**  1,553+0,523" = 0,487+0,111™"  0,316x0,082"°"
GPx

(nmolGSH/

Reins  1,973+0,678 0,598+0,127* 0,625+0,517"°  1,207+0,559™  1,05+0,045"° 0,313+0,013%* 5
mg de prot)

Cerveau  0,301£0,013  0,159+0,068"°  0,097+0,034%* = 0,239:+0,065"° = 0,246+0,054™°" = 0,123+0,045™"°
Moy = S.E.M de 05 rattes de chaque groupe.
*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 comparaison avec le groupe témoin.

p<0.05;bp<0.01; c p<0.001 comparaison avec le groupe Dosel de SPION.
B p <0.01; comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.
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Figure 24: Activités tissulaires du glutathion peroxydase GPx chez le groupe témoin et les
groupes traités.
*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 Dosel de SPION.
Bp<0.01;yp<0.001 comparaison avec le groupe Dose2 de SPION.

Les résultats montrent une diminution non significative de la concentration de GPx dans
les reins et le cerveau chez les groupe D2 et D1 réspectivement. d'autre par, montrent une
diminution significative dans le foie et les reins chez les groupes de D2 et D1 réspectivement,
ils montrent aussi une diminution hautement significative dans le cerveau chez le groupe D2
et une diminution trés hautement significative dans le foie chez le groupe D1 de SPION par
rapport au groupe témoin ,et apres le traitement par la quercétine montrent une diminution
non significative de concentrations GPx dans les reins chez le groupe QD2 par rapport au
groupe de D2. Ils montrent une diminution significative et hautemet significative dans le fois
chez QD1 et QD2 réspectivement par apport au groupe D1 et D2. D’autre par, ils montrent
une augmentation hautement significative de concentrations GPx dans le cerveau chez les
groupes QD1 par rapport au groupe de D1. et une augmentation trés hautement significative
dans les reins et le cerveau chez groupe QD1 et QD2 réspectivement par rapport aux groupes

de D1 et D2.
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I1-1-4-Effets de traitement par la quercétine sur I'analyse histologie des tissus

chez les rattes contaminées par la Dose de SPION

Figure 25: Observation microscopique d'une coupe histologique de foie, indique les
changements morphométriques apres traitement par la dose de SPION, agrandissement x40

(Photo originale, 2017); A)-Témoin, B)-Dose de SPION, C)-Dose de SPION + Quercétine.
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Figure 26: Observation microscopique d'une coupe histologique de rein, indique les
changements morphométriques apres traitement par la dose de SPION, agrandissement x40

(Photo originale, 2017); A)-Témoin, B)-Dose de SPION, C)-Dose de SPION + Quercétine,
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Figure 27: Observation microscopique d'une coupe histologique de cerveau, indique les
changements morphométriques apres traitement par la dose de SPION, agrandissement x40

(Photo originale, 2017); A)-Témoin, B)-Dose de SPION, C)-Dose de SPION + Quercétine,
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Chapitrel| Résultats et Discussion

I1-2- Discussion

Les nanoparticules d’oxyde de fer (Fe>Os et Fe30,4) font I’objet de nombreuses recherches
sur leurs applications potentielles dans la médecine ainsi qu’ils sont utilisées dans des
procédés industriels au cours desquels une exposition professionnelle peut se produire.
Malgre cela, leurs propriétés toxicologiques n’ont pas été etudiées de maniere approfondie.
Les premiéres études ont été faites sur des nanoparticules d’oxyde de fer associé au dextran
(Weisdeder et al., 1997). Ces premiéres études ont éé conduites pour comprendre le
mécanisme de I’assimilation cellulaire des nanoparticules (Moore et al., 1997 ; Neuwelt et
al., 1994).

En 1996, Mue€ller et al. ont rapporté que les nanoparticules d’oxyde de fer pourraient
induire une toxicité significative. Plusieurs années plus tard, (Berry et al., 2004 ; Berry et
al., 2003) ont montré que les nanoparticules d’oxyde de fer non associées ou associées au
dextran pourraient causer différent degré de mort cellulaire ainsi que des perturbations dans le
squelette des fibroblastes dermiques. Ces observations ont été reconfirmées par Gupta et al
(Gupta et al., 2003 ; Gupta et Curtis.,, 2004 ; Gupta et Gupta., 2005) qui ont clairement
démontré la cytotoxicité des nanoparticules d’oxyde de fer non couvert.

Les mitochondries sont indispensables pour la production d’énergie cellulaire nécessaire
au maintien de la fonction cellulaire (Clayton et Doda., 2001 ; David et al., 2014 ; Lin et
Beal., 2006). Les Dommages mitochondriales contribuent a une diminution de la production
d’ATP (Cassarino et Bennettjr., 1999 ; Datta et Kaviraj., 2003). Des altérations dans
I’un des complexes mitochondriaux provoquent la production des radicaux libres, ce qui
conduit a la dépolarisation de la membrane mitochondriale et une activation ultérieure des
récepteurs voltage-dépendants, ce qui permet I'afflux de calcium dans la cellule et le
déclenchement des voies de la mort cellulaire (Lin et Beal, 2006 ; Romero et al., 2012 ;
Rodriguez et al., 2016).

L’objectif de notre étude est d’évaluer I’effet toxique des nanoparticules d’oxyde de fer
au niveau de la mitochondrie de chacun de ces organes:. le foie, les reins, le cerveau. Et de

valider I’effet antidote de quercétine chez les rattes Albinos Wistar.

[1-2-1-Effet des SPION et la quer cétine sur les paramétres de la croissance globale des
animaux
Les résultats obtenus n’indiquent aucune variation significative dans le poids corpord et

dans le poids relatif de foie, des reins et de cerveau par apport au témoin. Aussi, I’étude de
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Chapitre | Résultats et Discussion

Szalay et al. (2011) n’indique aucune variation significative de poids relatif de foie, de rein et
de cerveau.
[1-2-2-Effet detraitement par la quercétine sur des paramétres hématologiques

Nos résultats montrent une diminution tres hautement significative de la concentration de
I’hémoglobine chez les deux groupe dose de SPION par rapport au témoin. Ce résultat est en
accord avec I’étude d’Abdou et Hassan (2014) qui ont montré la diminution de taux
d'’hémoglobine apres la contamination des rattes par le SPION. Cela peut signifier une
hématotoxicité révéler par une anémie dues a I'inhibition de la synthése d'héme, et donc de
I'némoglobin (Landrigan et Br Ind., 1989). En outre, ALA synthase catalyse la synthese de
I'acide D-aminolévulinique (ALA), le premier précurseur commun dans la biosynthése de
I’heme. 1l peut étre considéré comme |'enzyme contrdlant la vitesse de biosynthese de I'heme
dans la plupart des circonstances (Herbert et al., 1979). La surcharge en fer dans le foie
guelle que soit la voie de sa demande, a entrainé une augmentation non seulement de fer, mais
auss du zinc et du manganese dans le foie. L'augmentation du zinc et du manganése dans le
foie suite une surcharge en fer était probablement un résultat non seulement de I’augmentation
de I'absorption intestinale, mais aussi de I'augmentation de I'absorption a partir de la cellule
(Vayenas et al., 1998). D’autre part, le zinc réduit I’activité d’ALA synthase (Cable et al.,
1993) et donc diminue la synthése de I’heme.

Dans notre étude, I’augmentation d’érythropoiétine est causée par la surcharge en fer. En
effet, la surcharge en fer induit une diminution de concentration de I’hémoglobine
(Gundabolu et al., 2013), cette diminution peut provoquer une hypoxie anémique qui cause
une diminution de la capacité du sang a transporter I'oxygene (Smeltzer et al., 2010).

Ainsi, Selon I’étude de Scalbert (2002), le mécanisme de la 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 I’organisme.

Nos résultats indiquent aussi une augmentation des globules rouges de fagon hautement
significative chez le groupe D1 de SPION et significative chez le groupe D2 de SPION  par
rapport au témoin. D’aprés Scholz et al (1990), lorsque la moelle osseuse dispose d’une
quantité suffisante d’EPO, cela augmente la production et |la fabrication de globules rouges.
En outre, si la concentration d’hémoglobine diminue, les taux d'érythropoiétine commencent a
augmenter exponentiellement (Reckziegel et al., 2016). Donc, EPO induit une augmentation
de la masse de globules rouges en stimulant la formation et la différenciation des cellules
précurseurs érythroides dans la moelle osseuse (Scholz et al., 1990). D’autre part, et selon
I’étude de Pretorius et al. (2014), les concentrations sériques exceptionnellement élevé de
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ferritine améne les globules rouges une morphologie anormale, peut étre le stress oxydative
causé par I’excés de fer provoque une perturbation de I’érythropoiése, ce qui donne des
globules rouges morphol ogiquement anormales.

La diminution d’hématocrite et d’hémoglobine peut signifier la présence d’une anémie
hypochrome microcytaire. Ce type d'anémie, connue par son petit, pale globule rouge car, un
défaut de la production de globules rouges donne des globules rouges défectueuses (Insel et
al. ,2011).Auss un déficit de vitamine B6 peut induit un anémie microcytaire (McGuire &
Beer man. 2013).

D’autres part, , ce qui indique que la quercétine agissent comme agent régulateur de la
processus de I’érythropoiése (Sagesak et al., 1994).

Ces résultats montrent la présence d’une inflammation due a une réponse de I’état de
stress oxydative induit par le fer (Olivier., 2011). Les ROS peuvent induire une réponse
inflammatoire en médiant/activant des kinases sensibles au stress (kinase c-Jun N-terminal
[INK], isoformes de la protéine kinase C [PKC], protéine kinase activée par mitogene [p38-
MAPK], inhibiteur de la kinase kappa B [IKK-B]), lesquelles activent des facteurs de
transcription nucléaires sensibles au redox tels que activator protein 1 (AP-1) et nuclear
transcription factor kB (NFkB). Ces facteurs de transcription sont essentiels pour I’expression
de genes inductibles associés avec les réponses inflammatoires et immunitaires, incluant les
cytokines (ex. TNFa, IL-6), les molécules d’adhésion cellulaire (ex. MCP-1), et la NO
synthase inductible (L avr ovsky., 2000).

D’aprés Williamson et al (1996), la quercétine freine I’engrenage des phénomenes
inflammatoires, inhibe fortement les enzymes qui favorisent les inflammations et de ce fait,
un effet positif sur le cours de tous les processus inflammatoires (Chattopadhyay et al., 2004
; Liu et al., 2005)

Selon I’étude de Manasa & Vani(2016), le stress oxydatif est I'une des causes de la
diminution de I'efficacité et |a durée de vie des plaguettes. Le mécanisme toxique principal du
Fer réside dans sa capacité a induire la formation des radicaux, qui peuvent induire la
diminution de nombre des plaquettes. D’autres part, la proténe HFE, synthétisée |ocalement,
modifie I’affinité du récepteur a la transferrine pour la transferrine. En effet, lors de I’absence
ou de la deficience de la protéine HFE, le DMT1 n’est plus régulé. Il s’exprime de fagon
importante, permettant une entrée trop élevée de fer dans les cellules. Elles sont, a des degrés
plus ou moins importants, responsables de I’hnémochromatose ou maladie de surcharge

ferrique génétique (Pietrangelo et al., 2004).
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Selon I’étude d’Alrawaiq & Abdullah(2014) qui ont été montrés que I'administration
orale de la quercétine augmente la rétention de fer au sein du duodénum et a donné lieu a une
diminution des niveaux de fer et de saturation de la transferrine sérique et tissulaire. C’est
pourquoi, la quercétine est considéré comme un chélateur puissant du fer.

I1-2-3-Effets des SPION et la quercétine sur les paramétres biochimiques

Les travaux de Li & Chen (2011) ont interprétés que le SPION provoque des effets
néfastes sur le pancréas et plus exactement surl’excrétion d’insuline par les flots de
Langerhans, c'est-a-dire un état d’hyperglycémie. Dans notre étude, on peut expliquer la
diminution de la glycémie par l'intervention de I'érythropoiétine, qui a un réle dans
I’érythropoiése, EPO joue un réle important dans les métabolismes cellulaires (Maiese et al.,
2005). Selon I’étude, de Montel-Hagen et al (2009) indique que I’abaisse de glucose sanguin
associé a l'exposition a des niveaux éleves dEPO peut résulter d'une augmentation des
chiffres d'érythrocytes et de leur absorption conséquente de glucose. D’autres part, I’exces en
fer inversement corrélée avec le taux de I’hémoglobine, ce qui induit une augmentation
d’érythropoiétine (Gundabolu et al., 2013). Dans notre étude, on peut expliquer la
diminution de la glycémie par I'intervention de I'érythropoiétine. L'érythropoiétine (EPO) est
une glycoprotéine synthétisée par les reins et joue un réle dans la régulation de I'évolution de
globules rouges et leur survie (Ge et al., 2015).En plus de son role dans I’érythropoiese, EPO
joue un réle important dans les métabolismes cellulaires (Maiese et al., 2005). Les résultats
de I’étude clinique de patients a I’/ESRD ont indiqué que le traitement EPO peut améliorer le
taux dinsuline ajeun (Tuzcu et al., 2004).

Nos Ce résulta est en accord avec I’étude de Kong et al (2011) qui montre que
I'exposition a SPION provoque une surcharge en fer dans I’organisme. Les SPION sont
biodégradables sous I’action des enzymes lysosomales a faible pH dans I’estomac; donc les
ions fer libres s’augmentent dans le corps (Singh et al., 2010). La régulation du fer dans le
sang est contrdlée par deux protéines d'absorption et d'exportation. La carence ou |'exces en
fer peut étre potentiellement toxique pour les cellules, c’est pourquoi son transport est
rigoureusement controlé (Gunnar et al., 2007). 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, par ce qu’il n’y a pas un mécanisme
physiologique efficace pour excréter I'exces de fer (Raghupathy et al., 2010).

Ainsi, Par ce qu’il n'y a pas des voies connues pour éliminer I'exces de fer dans le corps
et donc I'noméostasie du fer est maintenue en modifiant |'absorption aimentaire, le
mécanisme de la quercétine a diminuer I’effet toxique des SPIONSs est par la diminution de
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I’absorption intestinal de fer en inhibant I’accumulation de fer dans I’organisme, par
conséquence inhibe I’événement de stress oxydative (Formica & Regelson., 1995). De plus
la quercétine est les flavonoides qui peuvent interagir fortement avec Fe Ill a pH 5,5. La
complexation a lieu sur le site du groupement 5-hydroxy-4-carbonyle, ce qui pourrait étre
expliqué par laréduction préalablede Felll en Fell (Mira., 2002).

La bilirubine est un pigment de couleur jaune qui provient de la dégradation de
I’hémoglobine. On la retrouve principalement dans la bile et en faible quantité dans le sang
(Haleng et al., 2007). On peut expliquer cette augmentation par une dysfonctionnement du
foie et la vésicule biliaire est suspecté c'est-&-dire un probléme au niveau de I’étape qui
permet I’excrétion de la bilirubine dans la bile (Vaishnav et al., 2015).

En autre, nos résultats montrent que des études sur la quercétine indiquent leur role dans
I’augmentation de I'excrétion biliaire de la bilirubine, par conséquent, la diminution du taux
de bilirubine sérique (I garashi., 1995 ; Kamada et al., 2005).

Selon I’étude de Barbosa et al (2015) qui montrent qu’une surcharge en fer induit une
augmentation de taux d’acide urique, de I’urée serique et de la créatinine. En effet, El-
Nekeety et al (2009) ont montré que |'augmentation des taux d'urée dans le sang avec la
diminution des taux de protéines sanguines peut indiquer par |'augmentation de catabolisme
des proteines et/ou d'un dysfonctionnement rénal. Notre étude présente une absence d’une
variation de concentration des protéines totale. Ceci confirme la présence d'une néphropathie
caractérisée par une réduction de lafiltration glomérulaire.

D’autre part, les résultats de I’étude de Mainous et al (2011) démontrent I'utilité de
I'acide urique comme un marqueur de la surcharge en fer qui peut guider le dépistage ciblé de
la toxicité de fer. L'acide urique est associé a l'inflammation, mais il fonctionne également
comme un puissant endogene antioxydant, ce qui est plus probable est que I'augmentation de
I'acide urique sérique, plutbt que détre protectrice, peut refléter un mécanisme de
compensation pour contrer l'augmentation du stress oxydatif. En outre, la créatinine est
dérivée du métabolisme de créatine (Rennke & Denker ., 2007).

Le niveau anormalement élevé de créatinine sérique était compatible avec la fonction
rénde dtérée (Almeida et al., 2012), car la surcharge en fer peut provogquer un stress
oxydative, qui peut affecter a la fois les cellules rénales endothélidles et épithéliales
conduisant a une dysfonction rénale (Schetz et al., 2010).

Dans notre étude, D’aprés I’étude de Lozoya et al (1994), la quercétine permet

d’améliorer I’activité rénale.
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Le stress oxydatif due a I’augmentation la production de ROS qui joue un réle clé
dans le déclenchement et la progression de nanoparticules d’oxyde de fer a incité la mort
cellulaire (Buyukhatipoglu et Clyne., 2011). Les niveaux accrus de ROS provoquent une
perturbation dans I’équilibre entre I’oxydation et les systemes de défense antioxydant, qui
meénent a I’apoptose via des dégats oxydatifs aux protéines intracellulaires et I’ADN
(Naziroglu et al., 2009 ; Bartsch et Nair., 2000). Ainsi, les dégats pourraient s’accumuler
plus rapidement dans la mitochondrie que dans les restes des composants cellulaires (Brooks
et al., 2007).

I1-2-4-Effets des SPION et la quercétine sur les enzymes sériques

Ces résultats sont en accord avec I’étude de Najafi et al (2012) qui indiquent que
I’activité de TGO, de TGP, et de PAL augmentent significativement avec la consommation
150ug /kg de nanoparticules d’oxyde de fer en comparaison du groupe normal. Aussi I’étude
deLin & Adams (1991) indique que I’exces de fer induit une augmentation de I’activité de
PAL. Ces enzymes sont normalement contenues dans des cellules de foie. Si le foie est blesse,
les cellules de foie renversent les enzymes dans le sang, le niveau est augmenté dans les cas
de mort de cellule de foie résultant de cas, comme le choc ou la toxicité de médicament
(drogue).(Hutchison et al., 2000; Sally et al., 2001 ; Pratt & Kaplan., 2000).D’autres part,
dans notre étude I'examen histologique montre que les nanoparticules d'oxyde ferrique ont
cause de graves dommages dans les tissus du foie, ce qu’explique que I’augmentation de ces
enzymes est induit par la surcharge en fer (Picon., 1992).

Ce qui signifie que la quercétine inhibent les dommages hépatiques causés par le I’exces
de fer. Ceci pourrait ére di a la réduction de I’accumulation des radicaux libres et la
protection contre le stress oxydant (Wiart., 2006). D’aprés les études de Shu-jun (2002);
Kubo (1992).

I1-2-5-Effet de traitement par la quercétine sur des paramétres de stress oxydant chez
lesrattes contaminées par la Dose de SPION

1- MDA

Mémes résultats ont été obtenus par Alarifi et al (2014) et EI-Bahr (2007). Ils suggérent
que le traitement des rats par les nanoparticules d’oxyde de fer a induit une augmentation du
taux du MDA tissulaire de foie et les reins. Ce résultat est expliqué par I'accumulation des
radicaux libres. Ceci montre bien que les nanoparticules d’oxyde de fer sont capables d’inciter
la génération des ROS, qui se traduit par la peroxydation lipidique dans les tissus hépatiques
et rénaux, suggérant leurs effets néfastes dans ces tissus. La peroxydation des lipides
membranaires par les espéces réactives de I’oxygene ROS détruit la structure et le
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fonctionnement des membranes. Donc elle rende les membranes plus rigides et moins fluides
(Ahamed et Siddiqui., 2007).

D’apres les études de Bacon et al (1983) ; Galleano et al (1994) ont montrés une
surcharge de fer des cellules de foie et de rein avec une augmentation de peroxydation des
lipides hépatiques et rénal surtout les lipides mitochondriale.

Le MDA a été 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
(Ayalaet al., 2014).

Le fer libre peut potentiellement traverser |la membrane mitochondrial et dans ce dernier
cas, le fer libre sous la forme dions ferreux (Fe®*) peut réagir avec du peroxyde d'hydrogéne
et de l'oxygene 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).
L'OH- est un oxydant beaucoup plus fort que radical superoxyde anion et pourrait déclencher
I'oxydation de la chaine de phospholipides polyinsaturés donc la génération de MDA, ce qui
conduit &la dégradation de lafonction membranaire (Browne & Armstrong, 2000).

En effet, I'exposition aigue aux nanoparticules d'oxyde de fer ala concentration de 40 mg
FesO4/kg induit une augmentation de la concentration du MDA hépatique, en accord avec
I'étude de Ma et al.; 2012

La quercétine pourrait empécher |'altération induite par SPION, et jouent ainsi un role
important dans la prévention des maladies résultant de la peroxydation lipidique. Cela peut
étre dd alafort activité antioxydante de la quercétine (M ete Tanir et al., 2005 ; Kumar €t al,
2003).

2- GSH

Selon I’étude d’Abhijit et Parames (2014), ont montré une diminution de I’activité de
GSH chez les rats intoxiqués au SPION. Cette baisse de GSH est expliquée par
I'augmentation du taux des radicaux libres.

Une fonction majeure de GSH est |a détoxication et I'élimination d'especes réactives de
I'oxygéene. Ces composés sont conjugués avec GSH soit spontanément, soit par voie
enzymatique dans des réactions catal ysées par la GSH-S-transférase (GSTs). Les conjugués
formés sont généralement éliminés a partir de la cellule ou dans la bile, comme dans le cas
des hépatocytes. Bien que la plupart des réactions de conjugaison GSH entrainer détoxication
du composé, de temps en temps le produit lui-méme est hautement réactif (DeLeve &
Kaplowitz, 1990). GSH conjugaison consomme de maniere irréversible le GSH intra-
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cellulaire, ce qui peut étre expliqué la diminution de concentration tissulaire de GSH dans le
foie.

La quercétine augmentent la concentration de GSH de maniere importante dans les tissus
étudiés. Donc, la quercétine pourraient empécher I'altération induite par la SPOIN, et jouent
ainsi un réle important dans la neutralisation des radicaux libres (Abhijit et Parames., 2014).

Par contre, les résultats indiguent une augmentation non significative de concentrations
tissulaires de MDA et GSH danslefois, lesreins et le cerveau chez le groupe Q.

3- CAT, GST et GPx

Pour neutraliser les effets indésirables des molécules oxydantes dans les tissus, les
cellules utilisent des enzymes d’antioxydant comme Catalase, GST, et GPx pour enlever ROS
superflu (Ghosh et al., 2012 ; Ercal et al.,1996). Nos résultats ont montré une diminution
significative et hautement significative de I’activité de catalase dans le foie et les reins
respectivement chez les rattes contaminées par SPION. Ce résultat est en accord I’étude
d’Abdala et al (2011) qui montre que I’excés de fer diminue I’activité de catalase dans le foie
et les reins. on peut expliquer la dumintion de I’activité de catalase par la surcharge de fer
intracellulaires a diminué I’activité de cette enzyme d’antioxydant (Khan et al., 2012).
D’autres études montre que la production accru de ROS réduit I’activité des enzymes
d’antioxydants superoxyde dismutase, GSH et le catalase a suggérer que des nanoparticule
d’oxyde de fer causés déséquilibre entre la production et la dégradation de ROS (Kakkar et
al., 1984).

Le systéme enzymatique contient également la glutathion S-transférase qui catalyse la
réaction entre le glutathion réduit et les molécules oxydantes avec la formation des
meétabolites glutathion-conjugués (GSSG). Nos résultat est confirmeé par I'étude Alarifi et al
(2014). D’autre part, I’étude de Li et al (2013) montre la présence d’une corrélation entre la
diminution de GSTs et I’apparition de stress oxydatif.

Dans la présente éude, les résultats montrent une diminution significative de GPx dans
les tissus étudies (foie, reins). Ce résultat est confirmé par I’étude d’Abhijit et Parames
(2014) qui ont montrés que la surcharge de Fe,Oj3 intracellulaire a diminué I’activité de GPx.

L’ étude d’El-Bahr. (2007) indique que la surcharge en fer a également provoqué une
augmentation significative de l'activité de la GSTs en comparaison avec le groupe témoin.
D’autre part, I’étude de Li et al. (2013) montre la présence d’une corrélation entre la

diminution de GSTs et I’apparition de stress oxydative.
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La surcharge en fer provoque une diminution significative de l'activité glutathion
peroxydase (GPx) de foie, rein, cceur, et rate. Ces résultats est contre I’étude de Abdalla et al.
(2011) qui montre que I’exces de fer diminue I’activité de catalase.

D’une maniére générale, I'épuisement d’un antioxydant peut perturber I'équilibre entre
les antioxydants et les ERO en favorisant les ERO, ce qui peut provoquer un dommage au
niveau des organes. En général, et d’apres les resultats de I’activité tissulaire des antioxydants
suggérent que chague organe a un effet antioxydant spécifique (Galleano et al., 1994), ce qui
rend la gravité de I’attaque oxydative différente entre les organes, c’est pourquoi on trouve
que la variation des antioxydants défére d’un organe a autre.

Nous avons observé que le traitement par la quercétine a augmenté les activités
d’enzymes antioxydants réduits (Catalase, GST, et GPx). Les mémes résultats sont confirmés
par I’étude de Hui et al (2012) qui ont é&é montrés que le traitement par la quercétine a
augmenté des activités d’enzymes antioxydants notamment Catalase, GST et GPx.
L'augmentation de l'activité de ces enzymes antioxydants peut servir de mécanisme de
compensation supplémentaire pour maintenir I'intégrité de la cellule et la protection contre les
dommages des radicaux libres.

Par contre, les résultats indiguent une augmentation non significative de concentrations
tissulaires de CAT, GST et GPx dans tout les organes, mais montrent une diminution non
significative dans la concentration de CAT, GPx et GST au niveau de cerveau et dans la
concentration de GPx dans lesreins chez le groupe Q.
|1-2-6-Effets de traitement par la quercéine sur I'analyse histologie des tissus
chez lesrattes contaminées par la Dose de SPION

En géneéral, et d’apres les résultats de I’activite tissulaire des antioxydants suggerent que
chague organe a un effet antioxydant spéecifique (Galleano et al., 1994), ce qui rend la gravité
de I’attaque oxydative différente entre les organes, c’est pourquoi on trouve que la variation
des antioxydants defére d’un organe a autre.

L’étude histologique de foie, indique la présence d’une surcharge de fer dans le tissus
hépatique chez le groupe intoxiqué par SPION avec la présence d’un nécrose cellulaire. Ces
résultats sont en accord avec I’étude de Babadi et al (2012) qui montre que le traitement avec
les SPIONSs induit une surcharge de fer dans les tissus hépatique avec une dommage de ces
tissus surtout au niveau des cellules de Kupffer. Cette surcharge en fer dans les hépatocytes
peut-étre parce que la réserve de fer se trouve essentiellement au niveau des cellules réticul o-

endothéliales du foie (Ganong., 2004). Aussi les résultats indiquent la présence d’une
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inflammation au niveau de tissu hépatique. Cette inflammation est induite par le stress
oxydative (Closa et Folch-Puy., 2004).

Selon I’étude de Sanchez-Valle et al (2012), le stress oxydative perturbe les lipides, les
protéines et I'ADN, induit une nécrose et |'apoptose des hépatocytes et amplifie la réponse
inflammatoire.

D'apres les résultats de la présente étude, I'exposition au SPION produit des dommages

histologiques dans les reins inclure une nécrose, dilatation, nécrose glomérulaire, hémorragie,
cellules inflammatoires. Des changements similaires chez les rattes ont été rapportés par des
recherches antérieures d'EI-Nekeety et al (2009) et Kansal et al (2011). ce qui pourrait ére
dd a la production excessive des radicaux libres et a la suite de la peroxydation lipidique
induite par SPION (Aziz., 2012).
Généralement, afin de limiter I’adsorption de protéines et de prolonger le temps de résidence
des particules dans les organismes, les nano-oxydes de fer sont enrobées de molécules
organiques (polyéthylene glycol, poloxamines, dextran, transferrine...) (Kim et al., 2001 ;
Goetze et al., 2002 ; Lacava et al., 2002 ; Chunfu et al., 2004 ; Xu et al., 2005). Cet
enrobage a pour but de fonctionnaliser les nano-oxydes afin de les rendre reconnai ssables par
les cellules cibles uniquement. Aingi, il a éé démontré sur des rats, que des nanoparticules
magnétiques étaient capables de délivrer des substances médicamenteuses directement dans
des tumeurs cérébrales (Kreuter ., 2005).

Dans notre étude, on ne trouve pas une différence bien claire entre I’effet des différentes
doses de SPION sur les paramétres biochimiques et hématologiques étudiées. Mais pour les
parameétres de stress oxydative, on trouve que I’effet toxique de la premiere dose de SPION
(groupe D1) est faible. Selon I’étude histologique, on trouve que la deuxiéme dose de SPION
(groupe D2) aun grand effet toxique sur lefoie, lesreins et le cerveau.

Dans notre étude, nous avons évalués la capacité da quercétine a éliminer ou a diminuer
I’effet toxigue des SPION chez les rattes. Nos résultats montrent que les groupes traités par le
SPION et le quercétine (D1Q, D2Q) ne présente aucune variation significative par rapport au
témoin dans la quasi-totalité des parametres biochimique, hématologique et de stress
oxydative étudiés, ce qui indique que la quercétine corrige les perturbations induites par
I’exces de fer par augmentation ou diminution significative par rapport aux groupes D1, D2.
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A ce jour, beaucoup d’études ont porté sur les effets biologiques des nanoparticules
d'oxyde de fer superparamagnétique (SPION) qui ont attiré beaucoup d'attention en raison de
leur grand potentiel dans plusieurs applications cliniques biomédicales et in vivo. Malgre la
large gamme d’applications, il y a un grave manque d’informations sur I'impact toxique de ces
nanoparticules sur |a santé.

Cetravail apour objectif principal d'éudier I'effet toxique des nanoparticules d'oxyde
de fer et de valider I’effet antioxydant de la quercétine chez les rattes Wistar Albinos sur la
fonction mitochondriale et le stress oxydatif. La dose utilisée pour le traitement est de
concentration de 100 et 150ug/kg de SPION. Pour cela, nous avons porté notre attention sur
I’étude des paraméters de croissance globale (Poids corporel, Gain de poids, Poids relative );
hématologique (Globules rouges, Hémoglobine, Hématocrite, Lymphocyte, Monocyte et
Plaquette); biochimiques (Teneurs sérique en glucose, du fer, bilirubine totale, acide urique,
urée et créatinine); activité des enzymes sériques ( TGO, TGP, PAL), les paramétres de stress
oxydant (MDA, GSH, GST, CAT, GPx) de quelque organe (lefoie, lesreins et le cerveau) et
des coupes histologiques chez e groupe des témoins et |e groupe des rattes traitées pour faire
une comparaison entre elles. Cette étude a permis de tirer les conclusions suivantes:

Les résultats obtenus montrent que le traitement par les SPION induit une surcharge
en fer, hypoglycémie, augmentation d’urée, créatinine, et d’acide urique, aussi une
augmentation de I’activité des transaminases (TGO, TGP), de phosphatase alcaline qui montre
que le SPION induit une perturbation de fonction hépatique et rénale et cérébrale. Nos
résultats révelent également une toxicité hématologique et stress oxydatif chez les groupes
contaminés par le SPION, une augmentation du taux des globules rouges, des Lymphocyte,
des Monocytes, et une diminution du taux d’hémoglobine, aussi une diminution de taux GSH,
I’activité des CAT, GST, GPx avec une augmentation du taux de MDA dans les tissus étudies
(foie, reins et cerveau) qui indique une perturbation des paramétres de stress oxydatif
mitochondriale. En outre, les résultats obtenus d’aprés I’étude histologique, montre la
présence d’une inflammation dans les tissus étudies, et la présence d’un nécrose hépatique et
renal et cérébrale induit par le stress oxydatif .

Cependant, I'administration orale de la quercétine a provoqué une diminution de I’effet
toxique de SPION en maintenant I’hnoméostasie de fer dans I’organisme donc en inhibant les
effets néfastes de la surcharge en fer.

I’accumulation du fer dans la mitochondrie peut augmenter le dysfonctionnement

mitochondrial et les dégats oxydatifs favorisant la possibilité d’apoptose et ainsi L’étude
80



Conclusion générale

histologique du foie confirme nos résultats car elle indique la présence d’un dommage
hépatique qui est exprimé par I'existence d’une necrose des hépatocytes.

Selon les études précédentes, I’exposition a SPION induit une cytotoxicité au niveau des
tissus du foie, reins et de cerveau, génotoxicité, d’inflammations cellulaires et des altérations
cellulaires via le stress oxydatif. En outre, nos résultats montrent également que les
nanoparticules d'oxyde de fer provogue un stress oxydatif, donc, une augmentation de la
peroxydation lipidique dans les tissus étudiés. Alors, on conclu que les nanoparticules
d'oxyde de fer conduit a I’apparition des anomalies rénales, cérébrale, hématologiques et
principalement hépatiques.

D'autre part, Un grand nombre des preuves indiquent que la quercétine possede de
puissantes propriétés antioxydantes. Elle est connue pour étre une molécule anti-
inflammatoire, anticancéreuse et neuroprotecteur contre les dommages de stress oxydatif par
I’élimination des actions déléteres des radicaux libres auprés de structures cellulaires dont
I’ADN et les membranes phospholipidiques et par leur capacité a moduler intracellulaire des

signaux favorisant lasurvie cellulaire
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Figure 01: Courbe d'élalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines

tissulaire.

Figure 02: centrifugeuse rélrigérée de type SIGMA 3-16K (photo originale., 2018).
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Figure 03: Centrifugeuse horizontale de type SIGMA (photo originale., 2018).

Figure 04; Analvseur hématologique de type SFRI BCC 3 diff (photo originale., 2018).
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Figure 05: Spectrophotomeétrie atransmission moléculaire de type UV - VIS -1240 (photo
originale., 2018).

Figure 06: Analyseur biochimique de type SFRI BCC 3 (photo original., 2018).
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Figure 07: Anayseur biochimique (TGO, TGP,PAL) de type SFRI BCC 3 (photo
original., 2018)

Figure 08: Bain-marie de type MEMMERT (photo or igi_nal e., 2018).
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Figure 09: Microscope optique avec appareil photo (camera) (photo
originale., 2018).
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Résumé

L’objectif de ce travail est d'étudier I’effet toxique des nanoparticules d’oxyde de fer et de
valider I’effet antidote de quercétine au niveau de la mitochondrie chez des rattes femelle Wistar
Albinos. menée au laboratoire sur 30 rattes qui ont été divisés en six groupes: le 1%° groupe
considéré comme témoin, le 2°™ et le 3°™ (D1, D2) recevant chague jour respectivement 100
mo/kg, 150 pg/kg des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnetique (SPION) pendant 21
jours, le 4°™ groupe (Q) recevant chague jour 10 mg/kg de quercétine pendant 21 jours, le 55 et le
6™ groupe (D1Q, D2Q) recevant chague jour respectivement 100ug/kg, 150pg/kg des
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques pendant 21 jours et traité par 10mg/kg de
guercétine pendant 15 jours.

L es résultats obtenus dans |la présente éude, montrent que le traitement par les SPION induit une
surcharge en fer, hypoglycémie, augmentation d’urée, créatinine, et d’acide urique, aussi une
augmentation de I’activité des transaminases (TGO, TGP), de phosphatase alcaline qui montre que
le SPION induit une perturbation de fonction hépatique et rénale et cérébrale. Nos résultats révelent
également une toxicité hématologique et stress oxydatif chez les groupes contaminés par le
NPsFe,O3, une augmentation du taux des globules rouges, des Lymphocyte, des Monocytes, et une
diminution du taux d’hémoglobine, aussi une diminution de taux GSH, I’activité des CAT, GST,
GPx avec une augmentation du taux de MDA dans les tissus étudies (foie, reins et cerveau) qui
indique une perturbation des paramétres de stress oxydatif mitochondriale. En outre, les résultats
obtenus d’aprés I’étude histologique, montrent la présence d’une inflammation dans les tissus
étudies, et la présence d’un nécrose hépatique et renal et cérébrale induit par le stress oxydatif .

Cependant, I'administration orale de la quercétine a provoqué une diminution de I’effet toxique
de NPsFe, O3 en maintenant I’homéostasie de fer dans I’organisme donc en inhibant les effets
néfastes de la surcharge en fer.

Mots clés: SPION, NPsFe;O3, toxicité, stress oxydant, quercétine, mitochondrie, rattes Albinos
Wistar.
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