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Résumé

Résumé

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 chez les lapins. 20 lapins males Albinos pesant

910,4+357,54g ont été divisés en cing groupes: le 1% groupe considéré comme témoin, le 2°™,

3°Me gt | 4°me

le groupe (D1, D2 et D3) recevant chaque jour respectivement 50 pg/kg, 100

Mg/kg et 150 ug/kg des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétique (SPION) pendant
5éme

21 jours, le groupe (Q) recevant chaque jour 100 pg/kg de SPION dissous dans l'eau

distillé et 10 mg/kg de quercétine pendant 21 jours.

Les résultats obtenus dans la présente étude, montrent que le traitement par les SPION
induit une surcharge en fer augmentation d’urée, créatinine et d’acide urique et une
diminution de D’activité des transaminases et 1’augmentation de I’activité de phosphatase
alcaline donc les SPION induit une perturbation de fonction hépatique et rénale. Les résultats
indiquent aussi la présence d’une anémie microcytaire, coagulopathie, inflammation et le plus
grave la présence d’un stress oxydative au niveau de foie, des reins, de cceur et de la rate avec
une diminution de poids relatif de cceur. En outre, les résultats obtenus d’aprés 1’étude
histologique, montre la présence d’une inflammation tissulaire dans le foie, la présence d’un
nécrose hépatique et une fibrose pour la 3°™ dose. Cependant, I'administration orale de la
quercétine a provoqué une diminution de l’effet toxique de SPION en maintenant
I’homéostasie de fer dans 1’organisme donc en inhibant les effets néfastes de la surcharge en

fer.

Mots clés: SPION, toxicite, stress oxydative, quercétine, lapins Albinos.
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Introduction générale

La nanotechnologie est une branche de la science multidisciplinaire qui englobe de
nombreux domaines de la science et de la technologie, y compris la biomédecine, la
pharmacie, les sciences agricoles, sciences de l'environnement, la chimie, la physique,
I'électronique, la technologie de I'information, et d'autres (Chatterjee et al., 2014). En 2008,
I'Organisation internationale de normalisation (ISO) a classé les nanomatériaux en trois
groupes principaux, a savoir, les nanoparticules, nanoplaques et nanofibres. Une
nanoparticule est définie comme un matériau a trois dimensions externes sur une échelle
nanométrique (1 nm-100 nm) (Lei et al., 2013).

Dans la biomédecine, des matériaux a I'échelle nanométrique sont d'une importance
particuliére en raison de leur taille compatible avec les cellules, les virus, des protéines et les
genes (Estelrich et al., 2015). Leur petite taille peut, cependant, étre responsable a des effets
biologiques néfastes. Par conséquent, plus récemment, la sécurité sanitaire et
environnementale des nanomatériaux ont attiré une attention croissante, un manque
d'information sur les impacts des nanomatériaux sur la santé humaine et I'environnement étant
en surbrillance. A I'heure actuelle, les nanomatériaux les plus importants sont les oxydes
métalliques simples, tels que I'oxyde d'aluminium (Al,O3), de silice (SiO,), l'oxyde de zinc
(Zn0), l'oxyde de cuivre (CuO), l'oxyde de titane (TiO;) d'oxyde de manganése (MnO,) et
I'oxyde de fer (FesOs, Fe;O3). Les risques de ces nanomatériaux sur la santé humaine et
I'environnement sont largement inconnus. Les études toxicologiques sur les nanomatériaux
précédentes étaient fréquemment effectuées sur TiO,, CdO,, Ceo, et des nanotubes de carbone
seuls (Szalay et al., 2012).

Pour des applications biologiques et biomédicales, des nanoparticules d'oxyde de fer
magnétique sont le premier choix en raison de leur biocompatibilité, de leur stabilité chimique
et leur propriété superparamagnétique (Hyeon, 2002). Les nanoparticules d'oxyde de fer (ll,
I11) (IONPs) ont attiré beaucoup d'attention, non seulement en raison de leurs propriétés
magnétiques, mais aussi en raison de leur grand potentiel dans plusieurs applications cliniques
biomédicales et in vivo (Abdalla et al., 2012), tels que I'administration de médicaments,
imagerie par résonance magnétique (IRM), amélioration du contraste, la réparation des tissus
et de traitement du cancer de I'hyperthermie magnétique. Il a également éteé rapporte que
IONPs peut améliorer [I'efficacité des médicaments anticancéreux et d'inverser la

multirésistance, et pourrait donc étre utilisé comme vecteurs de médicaments ciblés. Donc, Il
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est crucial d'obtenir des données supplémentaires sur les grands effets toxiques et de potentiel
génotoxique des nanomatériaux (Singh et al., 2010).

Selon les études précédentes, ’exposition a IONP induit une cytotoxicité et des
altérations cellulaires via le stress oxydative. Pour échapper aux conséquences du stress
oxydant, il est nécessaire de rétablir 1’équilibre oxydant/antioxydant afin de préserver les
performances physiologiques de 1’organisme (Meziti, 2009).

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
médicaments de synthése, ont contribué a faire de la phytothérapie une meédecine a part
entiére et a faire comprendre que les plantes pouvaient étre d’authentiques médicaments
(Boyaud, 2009). Parmi ces principes actifs, on trouve les flavonoides. Les flavonoides sont
des substances phénoliques isolées a partir d'un large éventail de plantes vasculaires, avec
plus de 8000 composés individuels connus. De nombreuses études ont suggéré que les
flavonoides présentent des activités biologiques, y compris antiallergique, antivirale, anti-
inflammatoire. Cependant, le plus grand intérét porté sur les flavonoides provient du fait que
ces composés présentent de nombreuses actions biologiques bénéfiques et principalement les
activités antioxydantes dues a leur capacité a réduire la formation de radicaux libres et a
piéger les radicaux libres (Fiorucci, 2006). La capacité des flavonoides a agir comme
antioxydants in vitro a fait I'objet de nombreuses études ces derniéres années, mais, I'efficacité
antioxydante des flavonoides in vivo est moins documentée (Pietta, 2000).

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

L’objectif de cette ¢tude est d’évaluer I’effet toxique des nanoparticules d’oxyde de fer
et de valider I’effet antidote de quercétine chez les lapins.

Ce travail est divisé en deux parties. La premiére partie est consacrée a la synthése
bibliographique qui comporte deux chapitres. Le premier chapitre concernant les
nanoparticules d’oxydes de fer et leur effet toxique dans 1’organisme et le deuxiéme chapitre
concernant la quercetine et leur effet antioxydant. 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 contient la présentation des résultats et leur interprétation

en se basant sur ce qui était dit dans la partie bibliographie.
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I.1. Oxyde de fer
I.1.1. Définition d’oxyde de fer

Le fer est le quatrieme élément le plus abondant dans la cro(te terrestre, et qui constitue
en masse d'environ 5,1%. Selon les conditions environnementales, le fer peut former des
composés en état bivalent ou trivalent telle que 1’oxyde de fer (Straub et al., 2001). L’oxyde
de fer se trouve naturellement dans I'environnement sous forme de matiere particulaire de la

pollution atmosphérique et les éruptions volcaniques (Szalay, 2012).
1.1.2. Formes d’oxyde de fer

Seize phases pures d'oxydes de fer, a savoir, des oxydes, hydroxydes ou oxy-
hydroxydes sont connues a ce jour (Tableau 1), dans la plupart de ces composés, le fer est a
I'état trivalent (Mohapatra & Anand, 2010). La magnétite (FesO,) ou de la maghémite (y-
Fe,03) sont les deux oxydes de fer les plus fréqguemment utilisés dans les applications
biomédicales (Estelrich et al., 2015).

Tableau 01: Différentes formes d’oxyde de fer (Cornell & Schwertmann, 2003).

MMineral Chemical

Composition
Goethite a-Fe O OH
Lepidocrocite +-Fe O OH
Akaganéite G-FeQOH
Schwertmannite Fei16016(0H),(S0y4). - nH0

d-Fe O OH
Feroxyhyvte d"-Fe O OH
High pressure Fe O OH
Ferrihydrite Fe,Og - 4AH-0O
Bernalite FeOHs

FeOH-
Haecmatite a-Fes Oy
Magnetite Fes;0,
Maghemite v-FeaOg

E—F:C‘Q O;_g

G-Fes0g
Wiistite Fe(O

1.1.2.1 Magnetite

La Magnétite (Fe304) est un minéral ferrimagnétique noir contenant a la fois Fe Il et
Fe |1l (Duguet et al., 2012). Les électrons peuvent sauter entre les ions Fe?* et Fe** dans les

sites octaédriques, méme a la température ambiante, rendu la magnétite un matériau
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demimétallique importante (Andrade et al., 2009). Il peut étre produit par une variété de
procédés d'oxydoréduction et de transformation, et la plupart des autres oxydes de fer peuvent
étre converties en magnétite. Magnétite peut également étre produite par des bactéries
réductrices de fer qui couplent la réduction des oxydes de Fe (Ill) avec le métabolisme des
matieres organiques (Jentzsch, 2007). Les particules de magnétite ont été découvertes dans
de nombreux organismes, y compris les bactéries, les poissons, les pigeons, les abeilles et les

étres humains (Szalay, 2012).
1.1.2.2. Maghémite

La Maghémite (y-Fe,O3) est un minérale rouge-brun, ferromagnétique, isostructural de
maghémite. Maghémite peut se former pendant la pédogeneése par plusieurs voies (Cornell &
Schwertmann, 2003). L’un est par I’oxydation de la magnétite héritée de la roche-mére ou
formé dans les sols. Un autre mécanisme, implique la conversion d'autres oxydes de fer tels
que la goethite; les conditions essentielles sont la chaleur et la présence de matiere organique.
Une autre voie de synthése qui est souvent utilisé dans le laboratoire, mais il est peu probable
pour fonctionner dans la nature. Maghémite formé par oxydation de la magnétite est bien
ordonné, tandis que I’amorcage d'autres oxydes de fer produit un maghémite mal ordonnée
(Schwertmann & Cornell, 2000). Structurellement, la différence entre la magnétite et la
maghémite est I'état de charge; il y a en magnétite Fe** et Fe**, alors il n'y a qu'un Fe** dans la
structure de la maghémite (Zhang & Olin, 2012).

1.1.3. Structure d’oxyde de fer

Presque tous les oxydes de fer, les hydroxydes et les oxydes des hydroxydes sont
cristallins. Le degré d'ordre structurel et la taille des cristaux sont toutefois variables et
dépendent des conditions dans lesquelles les cristaux ont été formés. Tous les oxydes de Fe
affichent une gamme de cristallinités sauf pour ferrihydrite et schwertmannite qui sont mal
cristalline (Cornell & Schwertmann, 2003).

La structure de base d'oxydes de fer est un octaédre dans lequel chaque atome de Fe est
entouré soit par six ions d’O ou par les ions d’O et d’OH au méme temps. L'oxyde de fer se
compose d'un réseau d'anions dans laquelle l'octaédre et, dans certains cas, les interstices
tétraédriques sont partiellement remplis avec Fe trivalent ou divalent (Kandori, 2006).

La structure spinelle contient deux sites interstitiels, occupés par des cations
métalliques, avec tétraédrique, (Ty) site, et octaedrique, (Oy,) site, la coordination de I'oxygene

résultant dans différents symétrie locale (Pedis, 2016). Généralement, les cations divalents
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occupent les sites -T et les ions métalliques trivalents remplissent les sites -O. Cependant, les
structures de spinelle inverse de magnétite et de maghémite sont formées avec Fe*? au sites-T
et Fe™ répartis également & la fois aux sites -T et -O (Fig.1). Cet arrangement
cristallographique donne aux nanoparticules de magnétite et de maghémite leurs propriétés
magnétiques uniques (Melnyczuk & Palchoudhury, 2014).

O Oxygen cubic lattice
@ (Fe*', Fe') Oh site
® Fe'' Tdsite

Figure 1: Structure de magnétite. (a) la structure de la magnétite FesO,4 a travers un modeéle
polyédrique avec octaedre et couches tétraédriques alternatif. (b) le modéle boule-et-baton de

cellule unitaire et la disposition des octaédrique et tétraédrique (Duguet et al., S. 2012).

|.2. Nanoparticules d’oxyde de fer
1.2.1. Définition des nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules sont des fragments de taille inférieure au micron, de diamétres allant
de 1 a 100 nm selon I’utilisation, en matériaux inorganiques ou organiques (Wu et al., 2008).
Dans la derniére décennie, les nanoparticules ont été de plus en plus appliquées pour
différents buts (Szalay et al., 2012). Ils 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). L'oxyde de fer est I'un
des nanoparticules magnétiques le plus populaire en médecine et en biotechnologie.
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 propriétés

superparamagnétiques et leur large application (Zhang & Olin, 2012).
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1.2.2. Oxyde de fer superparamagnétique

Les nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétiques (SPION) maintenir un
potentiel immense dans une grande variété d'applications biomédicales (Ito et al., 2005). Les
agents SPION ont une propriété unique de superparamagnétisme qui confere des avantages
tels que la génération de chaleur dans des champs magnétiques alternatifs; ou une aptitude a
étre guidée vers un tissu ou un organe spécifique par un champ magnétique externe. Cette
propriété est donc au cceur de l'exploitation de SPION dans la plupart des applications
technologiques et biomédicales (Singh et al., 2010).

Les nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétique (SPION) sont constituées de
deux composants de base, un noyau d'oxyde de fer magnétique cristallin et un revétement de
surface hydrophile. Le noyau d'oxyde de fer est composé d'un mélange de deux oxyde
magnétique de fer, la magnétite (Fe3O,4) et maghémite (xFe,O3), tous deux possedent cubique
oxygenes pres emballés dans un spinelle inverse structures cristallographiques. En effet, la
magnétite peut étre convertie en maghémite dans des conditions d'oxydation ou de maghémite
a magnétite dans des conditions réductrices. La magnétite et la maghémite présentent
également des propriétés magnétiques similaires, bien que la saturation de 1’aimantation de

maghémite soit Iégerement inférieure (Weissleder et al., 2010).
1.2.3. Propriété magnétique des nanoparticules d’oxyde de fer

Le magnétisme est un terme pour décrire comment les matériaux répondent a un champ
magnétique. Lorsqu'un champ magnétique externe (H) est appliqué sur un matériau, les
dipbles nucléaires ont tendance a s'aligner sur le terrain, ce qui provoque un moment
magnétique. Le moment magnétique est la quantification des propriétés magnétiques, ces
derniers sont déterminés par la disposition des électrons dans les orbitales d'une molécule
donc le moment magnétique dépend de rotation globale d'électrons (Zhang & Olin, 2012). La
quantité de moment magnétique par unité de volume est définie comme l'aimantation (M). La
configuration électronique du Fe'"" est 15°25%2p°3s?3p®3d° et Fe' est 15225?2p®3s23p°3d®. Les
électrons circulant autour les noyaux atomiques qui est chargés positivement et tournant sur
leurs axes sont tous des dipbles magnétiques, également appelés magnétons (Cornell &
Schwertmann, 2003).

Il existe différentes formes de magnetisme qui se pose en fonction de la facon dont les
dipdles interagissent les uns avec les autres. Les formes courantes de magnétisme sont
paramagnétisme, ferromagnétisme, antiferromagnétisme et ferrimagnétisme (Fig.2) (Zhang
& Olin, 2012).
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Figure 2: Différentes orientations de dipdle magnétique. (a) paramagnétique, (b)

ferromagnetique, (c) antiferromagnétique et (d) ferrimagnétique (Salazar-Alvarez, 2004).

Des changements fondamentaux se produisent dans la structure magnétique de
matériaux macroscopique magnétiquement ordonné lorsque leur taille physique est réduite.
Dans les matériaux ferromagnétiques, les aimants sont associés en groupes appelés domaines.
Un domaine magnétique se référe a un volume de matériau ferromagnétique dans lequel tous
magnétons sont alignées dans la méme direction, en échangeant des forces (Fig.3). Un
ferromagnétique en vrac subdivise spontanément en une structure multi-domaine pour réduire
I'énergie magnétostatique associée a un grand champ de dispersion (Bogart et al., 2014).

Dans chaque domaine, l'aimantation ne varie pas; mais, entre les domaines, il y a
relativement minces parois de domaine, dans lequel la direction d'aimantation tourne de la
direction d'un domaine a celui de l'autre. La formation des parois des domaines est un
processus piloté par [I'équilibre entre [I'énergie magnétostatique, ce qui augmente
proportionnellement au volume de la matiére, et I'énergie de paroi de domaine, qui augmente
proportionnellement & la surface inter-faciale entre les domaines. Lorsque la taille d'un
matériau ferromagnétique est réduite en dessous d'une valeur critique, le diamétre dite critique
DCR, plus d'énergie est nécessaire pour créer une paroi de domaine puis de soutenir I'énergie
magnétostatique extérieure de I'état de domaine unique; le matériau devient un seul domaine.
La valeur de la DCR est typiquement de quelques dizaines de nanometres et dépend du
matériau. DCR d'une particule sphérique est atteinte lorsque I'énergie magnétostatique est

égale a I'énergie inter-faciale (Fig.3) (Estelrich et al., 2015).



Chapitre | Nanoparticules d’oxyde de fer et toxicite

Super- Single Multidomain
paramagnetic domain l
DSPM D(R
25 nm 128 nm Magnetite
30 nm 166 nm Maghemite
Nanoparticle size / nm

Figure 3: Régimes magnétiques de magnétite et de maghémite en fonction de leur taille

(superparamagnétique, domaine unique, multi domaine) (Estelrich et al., 2015).

Aujourd’hui, les IONP ont suscité beaucoup d'intérét de la recherche et ont été
largement utilisés dans les biosciences et la recherche clinique. Grace a leur propriété
magnétique, les nanoparticules d’oxydes de fer ont été le point de grandes applications
potentielles telles que la livraison de la drogue, la séparation magnétique de cellules départ,
mais, en particulier, leur utilisation pour I'imagerie par résonance magnétique (IRM), car ils
sont tres efficaces comme promoteurs de relaxation, donc, ils sont amélioré le contraste des

tissus et d'aider & former des images plus nettes de la zone d'intérét (Lei et al., 2013).
1.2.4. Synthése des nanoparticules d’oxyde de fer

Diverses méthodes peuvent étre utilisées dans la fabrication des nanoparticules d’oxyde

de fer, mais les plus utilisés est la coprécipitation et la microémulsion (Laurent et al., 2008).
1.2.4.1. Coprécipitation

La technique de coprécipitation est probablement la voie chimique la plus simple et la
plus efficace pour obtenir des particules magnétiques. Les oxydes de fer (FesO4 ou yFe,03)
sont habituellement préparés par un mélange staechiométrique de sels ferreux et ferriques en
milieu aqueux. Fe?* ou Fe®" sont ajoutées & une base sous atmosphére inerte ou a des
températures élevees, et la particule magnétique est ensuite précipité (Melancon & Li, 2009).
Bien que de nombreuses variantes existent, les méthodes peuvent étre différenciées en

fonction des sels utilisés comme précurseurs (Landmank, 2008). 1l est essentiel de contrbler
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la cinétique de réaction, qui est fortement liée a la vitesse d'oxydation des espéces de fer
(Abdalla et al., 2012).

1.2.4.2. Microémulsion

Une microémulsion est un systéeme thermodynamiquement stable composé d'au moins
trois éléments: deux composants non miscibles (habituellement de I'eau et huile) et d'un agent
tensio-actif, qui fournit un milieu micro-hétérogene pour la production de nanoparticules (Bao
et al., 2004). Les molécules tensioactives peuvent former une monocouche a l'interface entre
I'huile et I'eau, avec les queues hydrophobes des molécules tensioactives dissous dans la phase
huileuse et les groupes de téte hydrophiles dans la phase aqueuse. En particulier, dans les
microémulsions eau-dans-huile, les nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétiques sont
précipitées et oxydées a l'intérieur de la micelle nanomeétrique (Wu et al., 2008). Dans les
microémulsions huile-dans-eau, les nanoparticules sont synthétisées par mise en suspension

d'un précipité de sel ferreux tensio-actif dans une solution aqueuse (Mohammadi, 2008).

1.3. Toxicité des nanoparticules d’oxyde de fer
1.3.1. Métabolisme de fer

Quand IONPs sont digérées par un acide, la structure cristalline et Ile
superparamagnétisme sont détruits, et un sel paramagnétique est résulté. La conversion des
oxydes de fer d’un matériau paramagnétique a un matériau superparamagnétique se produit
dans les systémes biologiques comme une premiere étape chimique de la dégradation et
I'utilisation des IONP. (Weissleder et al., 2010). Ensuite, les lysozymes de mucus de tube
digestif (Roberfroid et al., 2008) dégradent IONP en ions de fer par hydrolyse enzymatique
efficaces a faible pH (Arbab et al., 2005).

Le fer est ensuite absorbé, mais seulement la forme ferreuse (Fe?*) de fer qui est
absorbé. 11 y a une activité Fe®" réductase associée au transporteur de fer dans la bordure en
brosse des entérocytes. Il y a trés peu d’absorption de fer dans ’estomac, 1’absorption a lieu
presque entiérement dans le duodénum. Le Fe®* entre dans les entérocytes via les
transporteurs DMT1. Une partie est stockée dans la ferritine et le reste est transporté hors des
entérocytes par un transporteur basolatéral, le ferroportine 1, le seul exportateur connu de fer.
Une protéine appelée héphaestine (Hp) est associée a la ferroportine 1, elle facilite le transport
basolatéral. Dans le plasma, le Fe* est converti en Fe3* et lié & la protéine de transport du fer,
la transferrine (Fig.4) (Ganong, 2004; Beaudeux & Durand, 2010).
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Figure 4: Absorption intestinale de fer (Beaudeux & Durand, 2010).

La transferrine est la principale protéine de transport de fer. Le fer absorbé par I’intestin
ou libéré lors du catabolisme de I’hémoglobine se fixe a 1’apotransferrine. Une molécule de

+++

transferrine peut fixer deux ions Fe™" . Le fer transporté par la transferrine vers le foie et le
systéme réticulo-endothélial ou il est incorporé dans la ferritine et I’hémosidérine a des fins de
stockage, ou utilisé pour la synthése de I’hémoglobine, de la myoglobine ou des cytochromes.
(Bossuyt & Boeynaems, 2001). 70% du fer de 1’organisme est dans 1’hémoglobine, 3% dans
la myoglobine et le reste dans la ferritine. Le fer de réserve se trouve essentiellement au
niveau des cellules réticulo-endothéliales du foie, de la rate et de la moelle osseuse (Ganong,
2004). Tres peu de fer est filtré par le glomérule rénal, ce fer est totalement réabsorbé le long

du néphron (Beaumont & Canonne-Hergaux, 2005).
1.3.2. Régulation de I’homéostasie de fer

Le métabolisme et I'homéostasie du fer sont tributaires de la bonne régulation de
I'nepcidine, un petit peptide antimicrobien exprimé dans le foie (Nemeth et al., 2004). Les
études génétiques chez des souris dépourvues ou surexprimant 1’hepcidine suggerent que ce
peptide inhibe a la fois I'absorption du fer dans I'intestin gréle et la libération du fer recyclé a
partir de macrophages. Pour limiter I'exportation de fer, hepcidine blocs le ferroportine, le

seul exportateur connu de fer, en se liant a elle et provoquant son neutralisation
10
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(Nicolas et al., 2002). La régulation positive de 1’hepcidine est en réponse a des stimuli

inflammatoires chroniques (par exemple, un cancer, une infection, l'auto-immunite) conduit a
I'anémie de maladie chronique, tandis que la régulation négative de I'hepcidine est associée a

la maladie de surcharge en fer de I'hnémochromatose (Peyssonnaux et al., 2007).
1.3.3. Toxicité des nanoparticules d’oxyde de fer

A ce jour, une grande attention a été accordée a la biocompatibilité de IONPs dans le
corps humain. De nombreuses études ont été démontré que a des doses de 100 pg/mL ou plus,
IONPs a différentes caractéristiques physico-chimiques peuvent causer une faible toxicité ou
une cytotoxicité (Fig.5). Les IONP est probablement dégradés en ions fer dans les lysosomes
par des enzymes efficaces a faible pH (Arbab et al., 2005). Les ions de fer libérés a partir
IONP peuvent étre intégrés dans les voies métaboliques de fer endogenes. lls sont métabolisés
dans le foie et ensuite utilisée dans la formation des globules rouges ou excrétée par les reins.
Mais, ils peuvent induire une toxicité par I'intermédiaire d'une surcharge en fer. Depuis que
IONPs doivent étre magnétiquement ciblée a un tissu/organe particulier en application
biomédicale, une forte concentration de fer serait localisée dans le tissu/organe ciblé (Fig.5)
(Lei, et al., 2013).

Par la suite, des niveaux élevés d'ions de fer libres dans le tissu exposé peut conduire a
un désequilibre dans son homéostasie et peuvent provoquer des réponses cellulaires
aberrantes, y compris la cytotoxicité, le stress oxydatif, les événements épigénétiques et les
processus inflammatoires (Hafeli et al., 2009). Ce «fer libre» peut potentiellement traverser la
membrane nucléaire ou mitochondrial et dans ce dernier cas, le fer libre sous la forme d'ions
ferreux (Fe**) peut réagir avec du peroxyde d'hydrogéne et de l'oxygéne produit par les
mitochondries pour produire des radicaux hydroxyles hautement réactifs et des ions ferrique
(Fe**) via la réaction Haber-Weiss, puis la réaction de Fenton (Kehrer, 2000):

Fe** +0,"-— Fe?* +0, (Réaction Haber-Weiss)
Fe?* + H,0,—Fe®* + "OH + OH" (Réaction de Fenton)

Par conséquent, les radicaux hydroxyles générés par le fer libre pourraient endommager
I'’ADN, des protéines, des polysaccharides et des lipides in vivo (Singh et al., 2010), ce qui
peut initier la cancérogenese ou avoir une influence significative sur les géenérations futures
(Lei, etal., 2013).

D’autre part, les fonctions biologiques de fer sont dues & sa capacité a former une
dextérité diversifiee avec des ligands organiques et un potentiel d'oxydoréduction. Ces

caractéristiques essentielles de cet élément rendent une entité dangereuse si laissé sans

11
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surveillance. Ceci est la raison pour laquelle la majorité du fer dans le corps se trouve étre
associee a des biomolécules protéigues et non protéiques pour protéger sa toxicité. Dans le
plasma, la majorité du fer est lié a la transferrine (Tf). Le fer non lié a transferrine (NTBI) est
le terme utilisé pour le fer libre présent dans le plasma, en cas d’exces de fer a cause de la
saturation de transferrine, y compris toutes les formes de fer présent dans le sérum ou le
plasma qui ne sont pas lies a Tf et des protéines comme I'heme, apoferritine,
hémosidérine...etc (Meghna & Ramavataram, 2012).

Le fer non lié a la capacité de générer les radicaux libres trés réactif et connu pour
causer une immense quantité de dommages a divers organes du corps. Il y a une lacune dans
la littérature concernant la maniére précise de I'enlevement et de la durée de vie de NTBI,
bien que certaines études indiguent son jeu d'organes hautement vasculaires comme le foie et
le ceeur. Les principaux organes influencés par la toxicité du fer sont le foie, le cceur, le

pancréas, les reins, les organes impliqués dans I'nématopoiése principalement la rate (Hider,
2002).
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Figure 5: Mécanisme de cytotoxicité induit par les nanoparticules d’oxyde de fer (Singh et

al., 2010).
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Chapitre 11 Quercétine et effet antioxydant

11.1. Quercétine
11.1.1. Historique

Les flavonoides appartiennent a un groupe de substances naturelles a structure
phénolique variable et se trouvent dans les fruits, les légumes, les ceréales, les racines de
I'écorce, tige, fleurs et le thé (Ross & Kasum, 2002). Ces produits naturels sont connus pour
leurs effets bénéfiques sur la santé. Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiés, et
dans beaucoup des vegétaux sont responsables de leurs couleurs attrayantes de fleurs, de
fruits et laisse (Cao et al., 2010).

La quercétine est une bioflavonoide qui a été largement étudiée par les chercheurs au
cours des 30 derniéres années. lls ont été découverts par le lauréat du prix Nobel, Albert Szent
Gyorgyi en 1930 (Ross & Kasum, 2002).

11.1.2. Définition de la quercétine

La quercétine, ce nom vient du latin - quercetum, qui signifie chénes de la forét ou
Quercus, et est un membre de la classe des flavonols et forme I'épine dorsale des beaucoup
d'autres flavonoides, notamment les flavonoides d'agrumes comme la rutine, I'hespéridine, la
naringénine et tangéritine. La quercétine est un pigment végétal, se produit en abondance dans
de nombreuses plantes ethniques (Moskuag et al., 2004). Elle a une importance en termes
d'ethnopharmacologie tels que son utilisation comme antioxydant, anticancéreux et

neuroprotecteur (Dajas, 2012).
11.1.3. Distribution de la quercétine

La quercétine est largement distribués dans les plantes supérieures et constitue donc une
partie de notre alimentation quotidienne avec un apport quotidien de moyen de 16 mg
(Graefe et al., 2001). Elle présente dans les fruits comestibles, légumes (Heim et al., 2002),
des herbes, des huiles et de la thé (Das et al., 2008),0u des produits connexes, par exemple les
pommes, les oignons, Ginkgo biloba et le vin rouge (Soheir & Abd El-Rahmanand,
2014).La quercétine se trouve aussi en abondance dans le brocoli, les baies, framboises,
raisin rouge, cerises, les agrumes (Gregory & Kelly, 2011). Aussi, des travaux préliminaires
de feuilles par I'Université du Queensland, en Australie, suggere que quercétine se retrouve
également dans les variétés de miel tels que celui dérivé de l'eucalyptus (Formica &
Regelson, 1995).
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11.1.4. Structure de la quercétine

La Quercétine (3,3', 4', 5,7-pentahydroxyflavone), se compose de 3 anneaux et 5
groupes hydroxyles (Fig.6). Elle se trouve généralement dans les plantes comme glycone
(principalement liés au glucose et rutinose ) ou sous forme du hydrates de carbone conjugués
(Gregory & Kelly, 2011). Par exemple, quercétine conjugués glycone comprennent Rutine et
Thujin, Rutine est également connu comme la quercétine-3-rutinoside et Thujin est
également connu sous la quercitrine, la quercétine-3-O-rhamnoside et la quercétine 3-
rhamnosyl (Parul, & Deepak, 2007).

Figure 6: 3-hydroxyflavone avec I’emplacement numéroté pour I'attachement possible de

groupes hydroxyle (OH) et les groupes glycosyle (Gregory & Kelly, 2011).
11.1.5. Propriétés physiques

Malgreé la présence de cinq groupes hydroxyle, la molécule quercétine a un caractere
lipophile, ces derivés peuvent étre a la fois lipo-hydrophile, ils sont synthétisés par des
glandes situées a la surface des feuilles, des fleurs ou des fruits. La glycosylation d'au moins
un groupe hydroxyle des dérivés de la quercétine se traduit par une augmentation de son
caractere hydrophile (Rice-Evans et al., 1997). Ce changement de caractere de lipophile
hydrophile est trés important pour les plantes pour les dérivés glycosidiques de quercétine, qui
sont soluble dans le cytosol, pour étre plus facile a transporter entre les diverses parties de la

plante et stockées dans des vacuoles (Williams & Grayer, 2004).
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11.1.6. Propriétés chimiques

La propriété chimique le plus largement étudié des composés phénoliques est leur
activité antioxydant. Les propriétés antioxydants des composes phénoliques sont liés par leur
capacité a transférer un atome d'hydrogene ou un électron, ainsi la chélation d'ions
métalliques et l'inhibition de I'activité des oxydases (Rice-Evans et al., 1997). Aussi, elle a
été soutenue par une recherche comparant I'activité anti-radicalaire des dérivés glycosidiques
de la quercétine. En réaction avec DPPH, la quercétine fait donne deux atomes d'hydrogéne

et se transforme en une quinone intermédiaire (Fig.7).
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_;"H-.L i 6:-
P A
I/ ‘I l HI-"nllcsrj'anI ]/ W
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Figure 7: Modifications oxydatives dans la réaction de quercétine avec des radicaux DPPH

dans des solvants portiques (Goupy et al., 2003).

Méme si la présence d'un groupe hydroxyle en C-3 de la quercétine permet de la
régénération de I'ion catéchol par I'ajout de protons de la solution (Goupy et al., 2003). Dans
le cas des dérivés de la quercétine, la glycosylation en C (4 ") - OH nettement diminué la
capacité de H-donneur, tandis que C (3) -OH dérivés de la quercétine a montré un potentiel de

réduction comparable a celui de la libre aglycone (Burda & Oleszek, 2001).
I1.1.7. Pharmacocinétique et la biodisponibilité

La quercétine circule dans le plasma uniquement sous forme conjuguée (Graefe et al.,
2001). Des groupes acides glucuronique, le sulfate ou le méthyle, sans des quantités
importantes de quercétine libre. Elle a été trouvée pour atteindre 0,1 a 10 umol/l dans la
circulation. Sa concentration est principalement due a la présence de métabolites de

quercétine plutdt que son aglycone (Murota &Terao, 2003). En ce qui concerne la
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pharmacocinétique des glucosides conjugués de la quercétine, il semble que le principal
déterminant de l'absorption de ces conjugués est la nature de la fraction sucre. Par exemple, la
quercétine glucoside est absorbé par l'intestin gréle, tandis que la quercétine rutinosides est
absorbé dans le c6lon aprés I'élimination du fragment d'hydrate de carbone par des enzymes
bactériennes (Parul & Deepak, 2007).

Aprés avoir été absorbé dans l'intestin gréle, la quercétine est transporté vers le foie par
la circulation portale, ou il subit un métabolisme de premier passage. Ensuite, elle est
distribuée avec ses métabolites dans différents tissus du corps. Elle est fortement lié a
I'albumine dans le plasma avec un niveau plasmatique maximale atteint en 0,7 h a 7,0 heures

apres son ingestion.et un demi-vie d'élimination d'environ 25 heures (Young et al., 1999).
11.1.8. Méthodes de séparation

La méthode de I'extraction par solvant a partir de matrices solides est utilisée pour
extraire la quercétine a partir de fruits, végetales, et d'autres matiéres végeétales. Une partie
pesée d'échantillon solide et soigneusement broyé et placé dans un récipient. Le solvant choisi
est ajouté et le mélange est agité un certain temps (de quelques minutes a plusieurs heures
(Wach et al., 2007). Les phases sont separées par filtration. Pour augmenter I'efficacité de
I'extraction de la quercétine, des échantillons solides sont non seulement soigneusement
broyés mais aussi trempé dans le solvant pour les 1-12 h. Pour I'extraction liquide-liquide de
la quercétine & partir des échantillons solides, du méthanol de I'éthanol ou leurs mélanges
avec de I'eau et /ou acide hydrochlorique sont le plus souvent utilisé (Biesaga et al., 2007).

11.2. Stress oxydant

11.2.1. Définition de stress oxydant

Le stress oxydant correspond & un deéséquilibre entre la génération d’especes oxygénées
activées (ERO) et les défenses antioxydants de 1’organisme, en faveur des premiéres (Haleng
et al., 2007). Ce qui conduit & des dommages au niveau des molécules, des cellules, des
organes (Durackova et al., 2008). Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/pro-oxydants 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, I'excés de ces radicaux est

appele stress oxydant (Favier., 2003).
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11.2.2. Radicaux libres

Les radicaux libres (RL) (Tableau 02) sont des espéces chimiques (atomes ou
molécules) qui possedent un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur
couche externe (Halliwell, 2006). lls peuvent étre dérivés de 1’oxygéne et appelés especes
oxygénées réactivés (ERO) ou d’autres atomes comme I’azote (ERN). La présence d’un

électron célibataire confere aux radicaux libres une grande réactivité (Bonnefont-Rousselot

et al., 2003).

Tableau 02: Nature des différentes especes radicalaires impliquées dans le stress oxydant

(Delattre, 2005).

Radicaux libres primaires Dérivés oxygénés non radicalaires

0,°°  =Radical superoxyde.
HO,® =Radicale perhydroxyle
OH =Radical hydroxyle H;0,  =Peroxyde d’hydrogene.
RO,® =Radical peroxyle e

RO°  =Radical alkoxyle. ONOOH  =Nitroperoxyde

NO°  =monoxyde d’azote ONOO"  =Peroxynitrte

120,  =0xygene singulet

11.2.3. Sources des radicaux libres

Les RL sont produits par de nombreux mécanismes tant endogénes qu'exogenes:
phagocytose, chaine respiratoire mitochondriale, cellules endothéliales, cellules micro gliales,
métaux lourds, rayonnements ultraviolets ou ionisants, oxydation dans l'organisme des

catécholamines, des pesticides ou certains médicaments...etc. (Fig.8) (Leverve et al., 2001).
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Lumidre UV oxydases
1
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Oxygéne singulet Oxygéne eroxyde d'hydrogénes
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. NADPH ox
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NO* 0, |~ = HOCI
Fe3dq
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
ONOO » | OH
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure 8: Sources des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene

(Favier, 2003).
11.2.4. ROle des d’espéces oxygénées activées

Le réle des EOA est trés complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un
effet toxique en fonction de leur concentration (Haleng et al., 2007). Les RL participent au
fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la destruction
par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire et au fonctionnement de certains
neurones (Favier, 2003). Ce paradoxe peut étre, au moins en partie, expliqué par des effets
dose-dépendants (Delattre, 2005).

11.2.5. Cibles biologiques des radicaux libres

Toutes les macromolécules cellulaires sont des cibles potentielles des ERO (Barouki,
2006).

11.2.5.1. Acide désoxyribonucléiqgue ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les EOA. La guanine, par exemple, peut réagir
avec *OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) entrainant des mutations
au sein de ’ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le
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déclenchement du cancer et le vieillissement(HALENG., et al 2007).Encore, Les aldéhydes
issus de la peroxydation lipidique (4- HNE et I’'MDA) sont des agents carcinogenes via la

formation des adduits avec les bases nucléiques (Feng et al., 2004).
11.2.5.2. Protéines

Les structures (primaire, secondaire et tertiaire) et les fonctions des protéines sont
altérées par les ERO. Les protéines sont aussi des cibles pour les EAO en particulier certains
acides amines comme la cystéine, la méthionine et la tyrosine (Tratner, 2003). Certaines
protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les

cellules et dans le compartiment extracellulaire (Haleng et al., 2007).
11.2.5.3. Lipides

Les acides gras polyinsaturés (RH) comme I’acide linoléique ou 1’acide arachidonique
sont les cibles privilégiées des ERO (Pincemail et al., 2005) qui conduisent a la formation

des radicaux et des peroxydes lipidiques (Tratner, 2003; Delattre, 2005).

H.O
4 + "OH —Lp- s Lipid radical

Initlatlon

Unsaturated lipld 0.
FPropagation

4 d + 7
OH H oo*"

Lipld peroxide Lipld peroxyl radical

Figure 9 :Mecanisme de la peroxydation lipidique (Tim., 2009).
11.2.5.4. Lipoprotéines

Les lipoprotéines de faible densité sont susceptibles d’étre oxydés par les RL qui
provoquent un changement dans leur structure conduisant a la formation des aldéhydes (MDA
et HNE) (Nicolosi et al., 1999). EAO peuvent aussi oxyder les lipoprotéines de faible densité
(LDL), riches en acides gras polyinsaturés causant un nombre de changements structuraux et

fonctionnels (Aruoma, 1999). Ces LDL modifiées sont reconnues par les macrophages au
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sein desquels elles s’accumulent en formant des cellules spumeuses, ces cellules contribuent

au développement de I’athérosclérose ( Pincemail et al., 1999).
11.2.5.5. Glucides

Le glucose peut s'oxyder en présence des ions métalliques conduisant a la libération des
cétoaldéhydes, H,O, et OH" qui peuvent entrainer la coupure des protéines ou leur glycation
par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomeéne de glycose oxydation est trés important chez
les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier,
2003).

11.2.6. Systémes de defenses antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans l'organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques d'EAO (Favier, 2003). 1l existe une
guantité innombrable d'antioxydants et ceux-ci peuvent étre non enzymatiques ou

enzymatiques (You et al., 2003).

le' (0\vgene fondamental)
LI MPO
P SoD, Vit C
anion superoxyde I peroxyde'd "hydrogéne acide hypbchlorenx
(ean de Javel)

catalase % Vit C, flavonoldes
GSH

Sferritine, transferrine

agents chélateurs ‘

ri ldlwl hydroxyle
. . lipoperoxydes
oxygene singulet acide urique, Vit C, GSH -

“*\ B -carotene Vit E, Se-GPx, ubiquinone

Figure 10: Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les systémes de
défenses antioxydants (Haleng et al., 2007).
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11.2.6.1. Systéemes enzymatique
A. Superoxide dismutase

Le superoxyde dismutase (ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a
manganese (Mn-SOD) qui différent selon la localisation chromosomique du gene, le contenu

métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et al., 2002).

0, +0; +2H" = H,0, + O,
B. Catalase

La Catalase (Ec 1,11,1,6 ; H202 oxydoréductase )Présente en particulier dans les
hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en synergie avec la SOD puisque son role
est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene moléculaire
(Sorg, 2004).

2H>05 — 2H50 + O,
C. Glutathions peroxydases et réductases

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. La
glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un role trés important dans la
détoxification du peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultants de
I’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs
avec 1’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase
(GR), quant a elle, a pour réle de régénérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le
NADPH comme un cofacteur (Martinez-Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004). Au total, le
mécanisme réactionnel invoque dans cette détoxification enzymatique peut étre résumé dans
le schéma suivant :

- _SOD CAT
0, » (), » 1,0, » H,0 +140,
GSH NADP®

S
\/ \/ N\

Gy | GR| 1 G6PD

H,0 ‘/\N;s.\'(; - NADPH 4/

D. Glutathionne-S-transférase

Glutathion S-transférase (GST EC 2.5.1.18) est une famille des enzymes

multifactorielles présentes chez tous les organismes (Renuka et al., 2003). La glutathion-S-
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transférases (GST) est un systéeme trés important dans la protection de la cellule contre les
especes réactives de I'oxygene, par sa capacité de conjuguer le glutathion avec les composés
électrophiles et la réduction des peroxydes (Zhihua et al., 2004). L'activité de conjugaison du

GSH avec les composés électrophiles est présentée comme suit:

GSH + R-X — GSR + HX
11.2.6.2. Antioxydants non enzymatiques
A. Glutathion

Le glutathion est un tripeptide (y-Glu-Cys-Gly) dont la concentration intracellulaire est
importante puisqu'elle est de I'ordre de 10 & 10 mol.L™ (Halliwell, 2006). La fonction thiol
confere au glutathion un réle d'antioxydant, c'est-a-dire de réducteur, qu'il exerce vis-a-vis de
nombreuses espéces oxydées, en particulier vis-a-vis de l'eau oxygenée et des radicaux

hydroxyles:

H,0.+2GSH —— 2H.0+GSSG

GSH+ OH — GS +H0
Toutefois, le réle protecteur de GSH semble provenir de sa capacité a réagir avec les
radicaux centrés sur le carbone R- (Gardés-Albert et al., 2003):

GSH+R — GS +RH
B. Protéines plasmatiques

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme 1’haptoglobine, la ferritine,
I’albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants,
comme les ions Fe?* /Fe** ou Cu**/Cu* permettant par ce biais de prévenir la production des

radicaux libres par la réaction de Fenton (Martinez-Cayuela., 1995).
C. Acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme des purines, il est a pH physiologique
majoritairement ionis¢ sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux (OHe, ROOQOe,
NOO-e...). Ces réactions conduisent a des especes radicalaires qui seront a leur tour réduites

(notamment par la vitamine C) (Haleng et al., 2007).
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D. Bilirubine

La bilirubine représente un produit terminal de la dégradation de 1’hémoglobine. La
bilirubine est un puissant agent réducteur et un antioxydant physiologique potentiel. Au
niveau des fluides extracellulaires, elle est principalement liée a I’albumine, ce qui rend ce
pigment hydrophobe, hydrosoluble. La molécule libre et celle liée a I’albumine ont la capacité
de réduite la vitamine E et d’inhiber la peroxydation lipidique dans le plasma et les

lipoprotéines (Rabovsky et al., 2006).
E. Acide ascorbique

C’est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les fluides intra- et
extracellulaires. La vit C peut directement réagir avec des especes réactives de I’oxygene
comme HOe< ou O, (Vertuani et al., 2004). De plus, 1’ascorbate est muni d’une propriété
importante: la réparation de deux autres antioxydants, le glutathion (GSH) et I'a- tocophérol
(a-TH) & partir de leurs formes radicalaires (Gardes et al., 2003).

AscH- -GS ——» Asc- -~ GSH
AscH- ~0-T" ——p Asc- +0-TH

F. Vitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a, B, 9, y). Le
caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur en empéchant la
propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. Seuls aet dtocophérols

possédent les propriétés antioxydants les plus intéressantes (Vertuani et al., 2004).
G. Oligoéléments

Ces oligo-¢éléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la
lute contre les RL (I'noméostasie radicalaire). Parmi ces oligo-éléments, le zinc, le sélénium

cuivre...etc., ont une action définie (Favier & Hininger-Favier, 2005).
H. Flavonoides

Les polyphénols sont des antioxydants ils sont capables de piéger des radicaux libres,
d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl, superoxyde et peroxyl.
Ils sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices
(Delattre, 2005).

23



Chapitre 11 Quercétine et effet antioxydant

11.3. Importance pharmacologique de la quercétine

Les recherches in vitro et in vivo, a mis l'accent sur l'intérét thérapeutique de la
quercétine (Meyers et al., 2008). Un preuve animale suggere des effets antioxydants de la
quercétine qui offrent la protection du cerveau, le cceur, et d'autres tissus contre les 1ésions
induisent par des composés toxiques, et d'autres facteurs qui peuvent provoqué le stress
oxydative (Annapurna et al., 2009).

11.3.1. Effet antioxydant

La quercétine agit comme piégeurs des radicaux libres et exerce un effet protecteur
dans les dommages tissulaires (Santos et al., 1998). Elle empéche le dommage des tissus.
Une facon est le balayage direct des radicaux libres. Les flavonoides en particulier la
quercétine peut inhiber l'oxydation des LDL in vitro. Cette action protege contre

I'athérosclérose (Halliwell, 1994).
11.3.2. Effets neurologiques

La quercétine est un neuroprotecteur (Joseph & Muralidhara, 2013), elle a des effets
bénéfiques contre les maladies neuro-dégénératives (par exemple, Maladie d'Alzheimer) ou il
montre un effet inhibitrice contre l'acétylcholinestérase (Choi et al., 2012). En outre, la
quercétine a été rapporté pour réduire le stress oxydatif induit par la 6- hydroxydopamine

dans les neurones du cerveau de rat (Haleagrahara et al., 2013).
11.3.3. Maladies cardiovasculaires

La quercétine peut avoir un role dans la prévention des maladies cardiovasculaires, mais
il n'y a pas des essais cliniques contrélés. Une étude épidémiologique suggére que des apports
élevés en diététique des flavonoides, en particulier la quercétine, sont associés avec un risque
réduit de maladies cardiovasculaires chez les hommes plus agés (Hertog et al., 1993). Cet

effet protecteur est en raison d'une variété d'activités de quercétine (Di Santo et al., 2003).
11.3.4. Activité anticancéreuse

La quercétine a été rapporté comme un agent anticancéreux puissant au cours des études
in vitro sur diverses lignées de cellules cancéreuses et dans des études in vivo chez les
rongeurs, en particulier les souris. Elle a un potentiel de piégeage des radicaux, Par

consequent, elle est capable de prévenir le cancer induite par le stress oxydatif (Dajas, 2012).
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11.3.5. Activité hépato-protecteur

L'étude in vivo chez des souris traités par la quercétine contre I' hépatotoxicité indique
une diminution de la concentration plasmatique de l'alanine aminotransférase (Lekic et al.,
2013). Les dommages oxydatifs induits par I'éthanol chez les hépatocytes des rat a été signalé

a étre curable avec I'administration de la quercétine (Liu et al., 2012).
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I. Matériels et méthodes

I.1. Matériels

1.1.1. Matériel animal

1.1.1.1. Animaux et conditions d'élevage

Notre étude a été realisé sur vingt (20) lapins méales de type Albinos de race néo-
zélandaise, blancs, agés de 3 a 6 mois et dont le poids varie de 500 a 1300g. Les lapins ont été
traité premiérement par deux types de vaccins; Eveen 0.5 ml et Coclavax 1 ml. Ces animaux
sont élevés au sein de ’animalerie de la faculté de sciences de la nature et de la vie,
département de la biologie cellulaire et moléculaire a l'université d'EI-Oued. Les animaux sont
logés dans des cages avec acces libre de nourriture et d’eau et a température ambiante avec un

cycle naturel de lumiere et d’obscurité.
1.1.1.2. Conception expérimentale

Premiérement, les lapins ont été soumet a une période d’adaptation pendant 20 jours.
Durant cette phase, 1ml de I'eau distillé a été gavé chaque jour aux lapins. Les lapins ont été
divisés en cing groupes gardés dans les mémes conditions:

Groupe 1 (témoin): 4 lapins, recevant 1ml/jour d’eau distillée.

Groupe 2 (dose 1 de SPION): 4 lapins, recevant chaque jour 50 ug/kg des nanoparticules
d’oxyde de fer superparamagnétiques dissous dans I'eau distillé pendant 21 jours.

Groupe 3 (dose 2 de SPION): 4 lapins, recevant chaque jour 100 pg/kg des nanoparticules
d’oxyde de fer superparamagnétiques dissous dans I'eau distillé pendant 21 jours.

Groupe 4 (dose 3 de SPION): 4 lapins, recevant chaque jour 150 pg/kg des nanoparticules
d’oxyde de fer superparamagnétiques dissous dans I'eau distillé pendant 21 jours.

Groupe 5 (SPION dose 2 + quercétine): 4 lapins, recevant chaque jour 100 pg/kg des
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques dissous dans I'eau distillé et 10 mg/kg de

quercétine pendant 21 jours.
1.1.1.3. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

Apreés 16 h de jeline, les lapins sont sacrifiés (par décapitation) aprés la mesure de poids
de chaque lapin. Au moment du sacrifice, le sang est collecté dans des tubes secs et des tubes

EDTA pour chaque lapin. Le sang des tubes secs est ensuite centrifugé a 3000 tours/minute
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pendant 15 minutes pour la récupération du sérum. Le sérum est utilisé pour le dosage des
parametres biochimiques.

Aprées la dissection, le foie, les reins, le cceur et la rate sont attentivement prélevés,
rincés avec l'eau physiologique et ensuite pesés. Une partie des organes est utilisé pour la
préparation de I’homogénat et 1’autre est conservé pour faire des coupes histologique au
niveau du laboratoire de Centre du Pathologie Benbordi (CPB). Les homogénats des organes
sont utilisés pour le dosage des parameétres du stress oxydatif (protéines, glutathion réduit,

glutathion-s-transférase, catalase et MDA)).

20 jours d'adaptation

| v

. . . 4 Lapins
4 Lapins 4 :.L.apm_s 4 :_L.apm_s 4 :_L.apm_s SPION
Témoin SPION SPION SPION (dose 2}+
(dose 1} (dose 2} (dose 3} :
guercetine

| J
=1 jours

Sacrifice
Prélévementde sang | * * Prelevement des organes

ENS

Creéatinine
Acide urique
TUrée
[ TGO Farametres

TGP de stress:
Fer Protéine
PAL ADA

Eilirubine total GSH

G5T
Catalase

Figure 11: Protocol expérimentale de I'étude.
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1.1.1.4. Réactifs et produits utilisés

¥’ Nanoparticules d’oxyde de fer. v' Chlorure d’hydrogéne HCL.

v Quercétine. v Tris.

¥" Chlorure de sodium (Nacl). v' Acide salicylique.

v Méthanol, Bleu de Comassie. v DTNB(5-5-dithiobis2-

v' Acide phosphorigque (H3POy). nitrobenzoique).

¥" Sérum bovin albumine (BSA). v’ Peroxyde d'hydrogéne (H205).

v" Acide trichloroacétique (TCA). v' GSH, acide sulfurique.

v' Acide thiobarbiturique (TBA). v' CDNB (1chloro 2,4 di nitrobenzéne).
v" butylhydroxytoluéne (BHT). v' KH,PO,.

Le kit de réactif de fer sérique, le kit de réactif de l'urée, le kit de réactif de créatinine, le
kit de réactif de TGP, le kit de réactif de TGO, le kit de réactif de PAL.

1.1.1.5. Matériels de laboratoires

Centrifugeuse horizontale de type SIGMA
Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240
Analyseur hématologique de type Mindray-BC-2800.
Bain-marie de type MEMMERT

Balance électrique de type KERN EMB 2200-O
Balance analytique de type KERN ABJ/ABS
Agitateurs magnétiques a plaque chauffante
Microtome

Microscope optique avec appareil photo (camera)
Micropipette

Pipette graduée

D N N N NN N T R N N

Hown
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1.2. Méthodes
1.2.1. Méthode de dosage des parameétres biochimiques sérique
1.2.1.1. Méthode de dosage de fer sérique

v Principe
Le dosage de fer sérique se fait selon une méthode colorimétrique. A pH 4,8 le fer

+++

Ferrique (Fe™ ") est libéré instantanément 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 et al., 1977).
1.2.1.2. Méthode de dosage d’urée sérique

v" Principe
Le dosage d’urée sérique se fait selon la méthode de Berthelot modifiée. L’urée est
dosée en cinetique selon la réaction suivante :
Urease
Urée + H,O —— 2 NH3 + CO»
Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent
en formant un composé de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont [P’intensité est

proportionnelle a la concentration en urée (Mac Key & Rackeyll, 1927).
1.2.1.3. Méthode de dosage d’acide urique

v" Principe
Le dosage d’acide urique est par 1’utilisation de test colorimétrique Uricase-PAP.
L’acide urique est dosé selon les réactions suivantes (Barham & Trinder, 1972):

Uricase
Acide urique + 2H,0 + O, ——Allantoine + CO; + H,0;

Péroxydase
2H,0, + Amino-4-antipyrine + Dichloro 2-4 Phénolsulfonate —Quinone rose + 4H,0

1.2.1.4. Méthode de dosage de créatinine

v" 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 (Larsen, 1972).

1.2.1.5. Méthode de dosage de bilirubine total

¥v" Principe
La bilirubine totale a été déterminée suivant la méthode d’acide sulfanilique. Réaction
entre la bilirubine et 1’acide sulfanilique diazoté qui conduit a un composé, 1’azobilirubine,
coloré en milieu tres acide ou basique. Principe de Malloy-Evelyn modifié par Walters et al :
en solution aqueuse, seule la BD réagit. Pour doser la BT il est nécessaire de rompre la liaison
entre la bilirubine indirecte et ’albumine. Cette étape est réalisée par I’addition de diméthyl
sulfoxide (DMSO). L’absorbance de ’azobilirubine ainsi produite est proportionnelle a la

concentration en bilirubine et est mesurée a 550 nm (530-580) (Walters & Gerarde, 1970).
1.2.1.6. Méthode de dosage de I'activité de I'aspartate aminotransférase (AST)

v" Principe
Le dosage de l'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
Oxaloacétate + NADH + H* — L-Malate + NAD"

La diminution de 1’absorbance due a la conversion du NADH en NAD" et
proportionnelle a 1’activité AST dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de PsP

contribue a une forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Henry et al., 1960).
1.2.1.7. Méthode de dosage de I'activité de I'alanine aminotransférase (ALT)

v" Principe
Le dosage de l'activité de l'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" | -Lactate + NAD"
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La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+ et
proportionnelle a I’activit¢é ALT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de PsP
contribue & une forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Bergmeyer et al.,
1978).

1.2.1.8. Méthode de dosage de I’activité de la phosphatase alcaline (PAL)

v Principe
L’activité de la phosphatase alcaline a été¢ déterminée suivant une méthode cinétique p-
Nitrophénilphosphate DGKC. La phosphatase alcaline (PAL) catalyse 1’hydrolyse du p-
nitrophénlyphosphate (pNPP) a pH 10,4 libérant du p-nitrophénole et du phosphate en
fonction de la réaction suivante:

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 et al., 1993).

1.2.2. Méthode de dosage des paramétres 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 blancs,

globules rouges, hémoglobine, hématocrite et plaquettes.
1.2.3. Méthode de dosage des parameétres de stress oxydatif
1.2.3.1. Préparation de ’homogénats des organes

Pour préparer I’homogénats, un gramme de tissu (foie, reins, cceur et la rate) est broyé
dans la solution de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4) jusqu'a l'obtention d'une
solution homogéne pour chaque lapin. L’homogénat est centrifugé a 3000 t/min pendant 15
minutes. Le surnageant obtenu est récupéré puis conservés a -20°C. Cette surnageant est

utilisé pour le dosage des parametres de stress oxydatif.
1.2.3.2. Méthode de Dosage des protéines tissulaire

v" Principe
Les protéines tissulaires ont été déterminés suivant une méthode colorimétrique par un

spectrophotomeétre en utilisant le bleu de Comassie qui est réagi avec les groupements amines
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(-NH2) des proteines pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur
bleue refléte le degré d'ionisation du milieu acide et I'intensité correspond a la concentration
des protéines).L'absorption est mesurée a 595 nm (Bradford, 1976).

016 1 y = 0,189x + 0,044
0,14 - R? = 0,989

0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -

Absorbance (nm)

0,02 -

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentration (mg/ml)

Figurel2: Courbe d'étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines tissulaire.

1.2.3.3. Méthode de dosage des Malondialdehyde (MDA) tissulaires

v" Principe
Les composés carbonylés a [linstar du malondialdéhyde réagissent avec l'acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm
(Yagi, 1976).

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

distillée jusqu'au trait de jauge.

¥v" Mode opératoire
Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100 ul d'échantillon, 400 ul de réactif
TBA et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C pendant 15

minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
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ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger & 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire lI'absorbance du surnageant a 532 nm a laide d'un
spectrophotometre.

v Expression des résultats
La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction
moléculaire du MDA (& = 1,53 10° M cm™). Les résultats ont été exprimés en umol/l.
MDA (fhimol/mg de prot) = (Do échontillon/1.53 x 1075)/mg de prot

1.2.3.4. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH) tissulaires

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

GSH.

v" Mode opératoire

e Peser 250mg de tissus hépatique.

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

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

e Me¢langer avec I’agitateur et laisser 15 minute dans le réfrigérateur puis centrifuger a
1000 t/min pendant 5 minutes et le surnagent utiliser pour le dosage de glutathion comme

suite.

v Mélangé
e 0.5 ml de surnagent.
e 1ml de solution tampon tris avec NaCl solution 1.
e 0.025 ml de DTNB (0.01mol) méthanol solution 3.
Laisser le mélange 5min de température de chambre puis lire I'absorbance avec

spectrophotometre d'absorption moléculaire a 412 nm contre le blanc (eau distillé).

v’ Calcule

Do x1x1.525

(GSH)(nM/mg de prot) = 13133 0.8 x 0.5 x mg de prot ~ °
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13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.

DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

1.525ml: volume total de mélange.

0.5ml: volume de solution surnagent.

1: volume de mélange de protéine.

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

d : facteur de dilution.

1.2.3.5. Méthode de mesure de I’activité de Glutathion S-Transférase (GSTs)

v" Principe
La méthode utilisée pour doser les GSTs est celle de Habig et al. (1974); celle-ci
consiste a faire agir les GSTs contenus dans I’homogénat sur un mélange (GSH + CDNB) a
une température de 37°C et a un pH de 6.5. La variation de la densité optique, due a
I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a une

longueur d’onde de 340 nm.

v" Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai pl)
= Tampon phosphate (0.1M) pH 6.5 850 830
= CDNB (0.02M) 50 50
= GSH (0.1M) 100 100
= Homogeénat - 20

CDNB: 1 chloro 2, 4 di nitrobenzéne

La valeur de la densité optique du blanc (conjugaison spontanée du substrat) a été
ensuite retranchée a la valeur de chaque essai afin de mesurer la variation due uniquement a
I’activité de ’enzyme.

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :
GST (nmol GST/min/mg protéine) = (DO échant/min — DO blanc/min)/(9.6 x mg de protéine)

1.2.3.7. Méthode de dosage de I’activité enzymatique du catalase

v" Principe
Un mélange est constitué de 1 ml de tampon phosphate (KH2PO4, 0.1 M, pH 7.2),
0.975 ml de H;0, fraichement préparé (0.091 M) et de 0.025 ml de la source d’enzyme
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(homogénat). L’absorbance est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes (Clairborne,

1985).

v’ Calcule
L’activité enzymatique est calculée en terme d’unité internationale par minute et par
gramme de protéine (Ul / min/g de protéine), selon la formule :
Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A2) /g de protéine

Al : Absorbance a la premiere minute.
A2 : Absorbance a la deuxiéme minute.

T : Intervalle de temps en minute.
1.3. Méthode d'analyse statistique

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de quatre répétitions pour chaque
groupe (= I'écart type), et pour mieux visualiser les résultats on utilise la représentation
graphique, les histogrammes, en utilisant EXCEL 2007. Aussi, On utilise test T de student a
un facteur, avec o < 0.05 pour les analyses significatives des résultats, et pour les
comparaisons des moyennes en utilisant logiciel MINITAB 13. Si P < q, il y a des

différences significatives entre les moyennes et on rejette I’hypothese d’égalité.
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Chapitre 11

Résultats et discussion

I1.1. Résultats et interprétation

11.1.1. Poids relative des organes des lapins

Tableau 03: Poids relatif des organes (foie, cceur, reins et rate) chez le groupe témoin et les

groupes traites.
Poids T D1 D2 D3 Q
relatif (g)| Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es
Foie |3,12140,313| 3,03+0,392"° | 3,335:0,864"° | 3,525+1,394"° | 3,482+0,354" > "~
Rein |0,804+0,248| 0,7243+0,08"° | 0,728+0,151"" | 0,74620,237"° | 0,793+0,164"> "~
Ceeur |0,298+0,041| 0,257+0,0248 | 0,269+0,0248 | 0,256+0,0202 | 0,27520,029"> "~
Rate |0,066+0,018|0,089+0,0173 | 0,056+0,0146 "~ | 0,0608+0,0196 "~ | 0,063+0,0201">" "~
Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01; *** p < 0.001.
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Fig13: Poids relatif des organes (foie, cceur, reins et rate) chez le groupe témoin et les groupes

traités. Comparaison avec groupe témoin (T): * p<0.05; ** p< 0,01; *** p<0.001.
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Les résultats présentés dans le tableau 03 et la figure 13 ne montrent aucune différence
significative entre les groupes dans le foie, les reins et la rate. Mais dans le cceur les résultats
indiquent que le poids relatif diminue de fagcon hautement significative (p<0,01) chez le
groupe traité par la dose 1 (D1) et le groupe traité par dose 2 de SPION (D2), il aussi diminue
de facon trés hautement significative (p<0,001) chez le groupe traité par dose 3 de SPION
mais chez le groupe traité par dose 2 de SPION avec quercetine (Q), les résultats n’indique
aucun variation significative (p>0,05) ni par rapport au groupe témoin (T) ni par rapport au
groupe traité par dose 2 de SPION (D2).

11.1.2. Evaluation des paramétres biochimiques sériques

Tableau 04: Concentration sérique du fer, bilirubine totale, acide urique, urée et créatinine

chez le groupe témoin et les groupes traités.

T D1 D2 D3 Q
Parameétre
Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es
Fer sérique x x - NS
2,179+0,766| 2,935+0,578 3,37+0,73 3,620,375 1,938+1,129 ™
(mg/l)
Bilirubine x - - NS
10,43+2,644| 4,845+1,934 | 5,357+0,94 3,938+0,777 9,698+1,715
totale(pg/l)
Acide urique - - - NS
1,33340,516| 3,133+0,539 | 2,525+0,542 3,441,129 1,5£0,577
(mg/dl)
Urée serique . . . NS
@) 0,24+0,0089| 0,27+0,00894 | 0,275+0,0164 | 0,605+0,333 | 0,272+0,043 ™
g
Créatinine . - sk NS
g/l 6,85+0,719 | 12,8+1,386 10,55+0,635 | 10,475+0,548 8+0,924
mg

Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01; *** p < 0.001, avec groupe

traité par la 2°™ dose de SPION (D2): #p < 0,01;"p < 0,001.
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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 2°™ dose de SPION (D2): # p<0,01; ¥ p<0,001.
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Les résultats présentés dans le tableau 04 et figure 14 montrent que la concentration
sérique de fer augmente de facon significative (p<0,05) chez les groupes D1 et D2 et de fagon
trés hautement significative (p<0,001) chez le groupe D3 par rapport au témoin. D’autre part,
nos résultats indiquent une diminution significative (p<0,05) de concentration de bilirubine
totale chez le groupe D1 et tres hautement significative (p<0,001) chez les groupes D2 et D3
par rapport au témoin (T).

Aussi, les résultats indiquent une augmentation hautement significative (p<0,01) et tres
hautement significative (p<0,001) respectivement de concentration de créatinine et de
concentration d’acide urique chez les groupes D1, D2 et D3, mais pour I'urée I’augmentation
est significative chez les groupes D1 et D2 et hautement significative chez le groupe D3 par
rapport au témoin (T).

Cette étude ne montre aucune déférence significative (p>0,05) des paramétres
biochimiques présentés au-dessus chez le groupe Q par rapport au témoin (T), mais par
rapport au groupe D2, les résultats indiquent une augmentation trés hautement significative
(p<0,01) de concentration de bilirubine totale, mais, ils montrent une diminution hautement
significative (p<0,01) de la concentration de fer, d’acide urique et de créatinine, mais pour
urée cette étude n’indique aucune variation significative (p>0,05).

Tableau 05: Activité enzymatique de TGO, de TGP et de phosphatase alcaline chez le groupe

témoin et les groupes traités.

T D1 D2 D3 Q

Parametre

Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es

TGO (U/l) | 363,85 | 27,448,5 |20,68+4,98 |17,608+1,912 | 32,5451

TGP (U/l) 32,540,577 27,26+14,66 | 22,24+3,37  |23,6740,0462 | 37,754¢8,7 "~

PAL (U/l) |131,5+0,45| 182,5¢29,3 | 254,7491,7 | 192,5¢13,86 | 133+33,7"

Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, avec groupe
traité par la 2°™ dose de SPION (D2): #p < 0,01;"p < 0,001.
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Figl5: 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 D2: *p < 0,01; "p < 0,001.

Chez le groupe D1, les résultats indiquent une diminution significative (p<0.05) de
Iactivité de TGO et non significative (p>0.05) de I’activité de TGP par rapport au témoin.
Aussi, I’activité de TGO et de TGP diminuent de fagon trés hautement (p<0,001) significative
chez les groupes D2 et D3, par contre I’activité de phosphatase alcaline augmente de fagon
hautement significative (p<0,01) chez les groupes D1, D2 et D3 par rapport au témoin.
D’autre part, les résultats n’indiquent aucune déférence significative (p>0.05) chez le groupe
Q par rapport au témoin, mais par rapport au groupe D2, les résultats indiquent une
augmentation trés hautement significative (p<0,001) de I’activité de TGO et de TGP et une

diminution hautement significative (p<0,01) de I’activité de phosphatase alcaline.
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11.1.3. Evaluation des paramétres hématologiques

Tableau 06: Parametres hématologiques chez le groupe témoin et les groupes traites.

T D1 D2 D3 Q
FNS
Moy=Es Moy=*Es Moy=*Es Moy=*Es Moy=Es
: I i * ** *%* N
He”;;’f’df)b'”e 10,55+0,588 | 10,425+0,1389 | 9,38+1,086 | 9,15:0,83 | 11,52+2,058"" "
Globules . . . NS
3 2,225+0,526 | 4,275+2,055 | 5,38+3,031 | 6,26+2,029 | 2,367+0,372 "
rouges (x10°/ul)
Hem(i;)o)c”te 34,05:1,949 | 294+2.182" | 27.825+2.64"" | 27,47+2,79"" | 35,58+4,54" "
Lymphocytes | o5.0.661 | 3,225:0,801" | 3.975:0896° | 4,4+1117 | 2,033:0,530"
(x20°/pl)
Monocytes | 1.0,2068 | 1,325:0255" | 1.66:045" | 1,9:0512" |1,425+0,66" °
(x20°/l)
P(')‘("‘fo‘é‘;;tl‘;s 492,3+1451 | 248.8+157,5" | 196,2+100.2"" | 219.8+92"" | 430+176,6"S "

Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, avec groupe
traité par la 2°™ dose de SPION (D2): °p < 0,05; *p < 0,001.
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Figl6: Parametres 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 2™
dose de SPION (D2): *p < 0,05; "p < 0,001.
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Les résultats présentés dans le tableau 06 et la figure 16 indiquent que la concentration
d’hémoglobine diminue da fagon significative (p<0,05) chez le groupe D1 et de fagon
hautement significative chez les groupe D2 et D3. Ainsi, les résultats montrent une
augmentation significative (p<0,05), hautement significative (p<0,01) et trés hautement
significative (p<0,001) de nombre des globules rouges respectivement chez le groupe (D1), le
groupe (D2) et le groupe (D3) par rapport au témoin (T). Les résultats indiquent aussi que le
pourcentage d’hématocrite et le nombre de plaquettes diminuent de facon hautement
significative (p<0,01) +-chez le groupe D1 et de fagon tres hautement significative (p<0,001)
chez les groupes D2 et D3 par rapport au témoin (T).

Les résultats n’indiquent aucun déférence significative (p>0,05) de nombre des
lymphocytes chez le groupe D1, mais chez les groupe D2 et D3 cette nombre augmente de
facon significative (p<0,05) par rapport au témoin (T). Pour le nombre des monocytes, nos
résultats indiquent une augmentation hautement significative (p<0,01) chez les groupes D1let
D2 et trés hautement significative (p<0,001) chez le groupe D3 par rapport au témoin. Par
ailleurs, chez le groupe Q les résultats n’indiquent aucun déférence significative (p>0,05) par
rapport au témoin, mais par rapport au groupe D2, les résultats montrent une augmentation
trées hautement significative ((p<0,001) de concentration d’hémoglobine, de pourcentage
d’hématocrite et de nombre de plaquettes et une diminution hautement significative (p>0,05)
de nombre des globules rouges et des lymphocytes, mais pour le nombre des monocytes la

diminution est non significative.
11.1.4. Evaluation des parametres de stress oxydant
11.1.4.1. Concentrations de malondialdéhyde (MDA) tissulaires

Tableau 07:Concentrations tissulaires de malondialdéhyde (MDA) (en pumol/mg de protéine)
chez le groupe témoin et les groupes Traités.
T D1 D2 D3 Q
Moy=Es Moy=Es Moy=Es Moy=Es Moy=Es
Foie |0,15740,081| 0,24440,028 |0,2306+0,013 |0,326+0,039 | 0,186+0,065

MDA

NS,

Reins | 0,194+0,123|0,489+0,668 | 0,342+0,2102"°| 0,711+0.635 | 0,2030,1305 "
Ceeur | 0,073+0,031| 0,239+0.099 | 0,159+0,0326 | 0,185+0,073 | 0,117+0,049 '
Rate | 1,057+0,255|1,172+0,691"°| 1,354+0.326 "~ | 1.1606+0,085 | 1,053+0,261"""

Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01; *** p < 0.001, avec groupe
traité par la 2°™ dose de SPION (D2): Pp < 0.01.
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Figl7: Concentrations tissulaires de malondialdéhyde (MDA) 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 2°™ dose de SPION (D2): Pp < 0.01.

Les résultats présentés dans le tableau 07 et la figure 17 montrent une augmentation
hautement significative (p<0,01) de concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA)
dans le foie et le coeur chez le groupe D1 par rapport au groupe témoin (T). D’autre par, ils
montrent une augmentation hautement significative (p<0,01) et une augmentation trés
hautement significative (p<0,001) de concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA)
respectivement dans le cceur et le foie chez le groupe D2 et le groupe D3 de SPION par
rapport au groupe témoin (T).

Par contre, les résultats indiquent une augmentation non significative (p>0,05) de

concentrations tissulaires de MDA dans les reins et la rate chez le groupe D1 et le groupe D2
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de SPION par rapport au groupe témoin (T). Aussi, les résultats montrent une augmentation
significative (p<0,05) de concentrations tissulaires de MDA dans les reins et la rate chez le
groupe D3 et dans le cceur chez le Q par rapport au groupe témoin (T).

Nos résultats indiquent aussi une augmentation non significative (p>0,05) de
concentrations tissulaires de MDA dans le foie, les reins et la rate chez le groupe Q par
rapport au groupe témoin (T), mais par rapport au groupeD2 les résultats indiquent une
diminution hautement significative (p<0,01) dans le foie et le coeur et une diminution non

significative (p>0,05) dans les reins et la rate.
11.1.4.2. Concentrations de glutathion réduit (GSH) tissulaires

Tableau 08: Concentrations de glutathion réduit (GSH) (en nM/mg de protéine) tissulaires

chez le groupe témoin et les groupes traités.

T D1 D2 D3 Q
GSH

Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es

Foie |0,029+0,0089| 0,034£0.019"° | 0.024740,0035 | 0,024240,0094 | 0.0416£0,029">"

Reins| 0,036+0,035 | 0,119+0,185"" |0,0956+0,089""| 0,124+0.131 | 0,0421+0,024""

Ceeur | 0,020420,012| 0,0305+0,017" | 0,0283+0,0042 | 0,0516+0,035 | 0,0266+0,012"""

Rate | 0,106+0,0392| 0.129+0,077"> | 0,103+0,0153""°| 0,127+0,0285 | 0,109+0,0506"""

Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01, avec groupe traité par la 2°™
dose de SPION (D2): Pp < 0.01.
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Figl8: Concentrations de glutathion réduit (GSH) tissulaires chez le groupe témoin et les
groupes traités. Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01, avec groupe
traité par la 2°™ dose de SPION (D2): Pp < 0.01.

Les résultats présentés dans le tableau 08 et la figure 18 montrent une augmentation non
significative (p>0,05) de la concentration de glutathion réduit (GSH) tissulaires dans le foie,
les reins, le cceur et la rate chez le groupe traité D1 et le groupe Q par rapport au groupe
témoin (T). Chez le groupe D2, les résultats indiquent une augmentation significative
(p<0,05) et non significative (p>0,05) de la concentration de GSH tissulaires respectivement
dans le ceeur et dans les reins, par contre, ils indiquent une diminution significative (p<0,05)
et non significative (p>0,05) de la concentration de GSH tissulaires respectivement dans le

foie et dans la rate par rapport au groupe temoin (T).
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Aussi, les résultats indiquent une augmentation significative (p<0,05) de la
concentration de glutathion réduit (GSH) tissulaires dans les reins et la rate, une augmentation
hautement significative (p<0,01) dans le cceur, mais une diminution significative (p<0,05)
dans le foie chez le groupe D3 par rapport au groupe témoin (T). D’autre par, les résultats
indiquent une augmentation hautement significative (p<0,01) et non significative (p>0,05) de
la concentration de GSH tissulaires respectivement dans le foie et la rate, mais une diminution
non significative (p>0,05) dans le cceur et les reins chez le groupe Q par rapport au groupe

D2.
11.1.4.3. Activité tissulaires de glutathion - S - transférase (GST)

Tableau 09: Activités tissulaires de glutathion - S - transferase (GST) (nmol GST/min/mg
protéine) chez le groupe témoin et les groupes traités.

T D1 D2 D3 Q

GST
Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es Moy+Es
Foie |1,1788+0,1249| 2.542+1784"° | 3.305¢1.926 | 544515 | 1.805£0,709 "
Reins | 8,77+3.87 |0.908+0408  |3.417+1.906  |2,473+1.628 | 5.13+4,16"
Ceeur | 2,495+1,822 | 3.848+2,169"" | 2,68+1,434"° | 5445+233 | 2,794+0,208""
Rate 8,8+314 | 573640513 | 575+454 | 7.393+1441 | 9024519

Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05;*** p < 0.001, avec groupe traité par la 2°™
dose de SPION (D2): *p < 0.05.
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Figl9: Activités tissulaires de glutathion -S - transférase (GST) chez le groupe témoin et les
groupes traités. Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05;*** p < 0.001, avec groupe
traité par la 2°™ dose de SPION (D2): *p < 0.05.

Les résultats présentés dans le tableau 09 et la figure 19 montrent que I’activité
tissulaire de GST diminue de fagcon trés hautement significative (p<0,001) et de facon
significative (p<0,05) respectivement dans les reins et dans la rate chez les groupes D1, D2 et
D3 par rapport au groupe témoin (T). D’autre part, ’activité tissulaire de GST augmente de
fagon non significative (p>0,05) chez le groupe D1 dans le foie et le coeur, chez le groupe D2
dans le cceur et chez le groupe Q dans le coeur et la rate par rapport au groupe témoin (T).

Aussi pour le groupe Q, les résultats indiquent que 1’activité tissulaire de GST diminue
de fagon significative (p<0,05) dans les reins par rapport au témoin, mais par rapport au
groupe D2, il augmente de fagon significative (p<0,05) dans les reins et la rate et il ne varie
pas significativement (p>0,05) dans le cceur et le foie.
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11.1.4.4. Activité tissulaires de catalase

Tableau 10: Activités tissulaires de catalase (en Ul/g) chez le groupe témoin et les groupes

traités.
T D1 D2 D3 Q
Catalase
Moy=Es Moy=*Es Moy=*Es Moy=*Es Moy=Es

Foie | 24,12+#13.14 | 37,6+42.7""° | 23.31+13,29"° | 19,42+13 53" | 25 57+11,84"> "~
Reins | 40,7+298 | 329+501"° | 7554378 95457 27,98+22.96 ">
Ceeur | 11,1245,05 |12,827+0,722 | 17,1145,08 | 17,07+403 | 15,32+847 "> "
Rate |100,32+17,92 | 101,0491.4"° | 1135+49,6"° | 116,5+32.3"° | 81,5+36,3" > "~

Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01, avec groupe traité par la 2°™°
dose de SPION (D2): Pp < 0.01.
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Fig20: Activités tissulaires de catalase chez le groupe témoin et les groupes traités.

Comparaison avec groupe témoin (T): * p < 0.05; ** p < 0,01, avec groupe traité par la 2°m
dose de SPION (D2): Pp < 0.01.
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Les résultats présentés dans le tableau 10 et la figure 20 ne montrent aucune déférence
significative (p>0,05) de I’activité tissulaire de catalase dans le foie et dans la rate chez tous
les groupes, chez les groupe D1 et Q dans les reins mais seulement chez le groupe Q dans le
cceur par rapport au groupe témoin (T).

Aussi, les résultats montrent que D’activité tissulaire de catalase augment de facon
significative (p<0,05) dans les reins chez les groupes D2 et D3 et chez le groupe D1 dans le
cceur par rapport au groupe témoin (T), et de fagon hautement significative (p<0,01) dans le
ceeur chez le groupe D2 et D3 de SPION par rapport au groupe témoin (T).

Ainsi, chez le groupe Q, les résultats ne montrent aucune déférence significative
(p>0,05) de P’activité tissulaire de catalase dans le foie, le cceur et dans la rate mais cette
activité diminue de fagon hautement significative (p<0,01) dans les reins par rapport au
groupe D2.
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11.2. Discussion

Les nanomatériaux ont été de plus en plus appliqués pour différents buts de la
technologie et la médecine, en raison de leurs propriéteés physico-chimiques uniques (Szalay
et al., 2012). Parmi les nanoparticules les plus prometteurs ; les nanoparticules d'oxyde de fer
superparamagnétiques (de SPIONS) qui sont les seules nanoparticules magnétiques qui ont été
approuvés pour une utilisation clinique a ce jour (Lei et al., 2013). Malgré la large gamme
d'applications, il ya un grave manque d’informations sur l'impact des nanoparticules sur la
santé humaine et I'environnement (Oberdorster et al., 2004).

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 chez les lapins.

Les résultats obtenus n’indiquent aucune variation significative de poids relatif de foie,
des reins et de rate, mais ils indiquent une diminution hautement significative de poids relatif
de cceur chez les groupes D1 et D2 et trés hautement significative chez le groupe D3 par
rapport au témoin. Aussi, I’étude de Szalay et al. (2011) n’indique aucune variation
significative de poids relatif de foie, de rein, de cceur et de la rate. D’autre part, on peut
expliquer la diminution du poids relatif du cceur par ’effet de stress oxydative d’oxyder les
protéines et les lipides de coeur (Dennis et al., 2013).

Nos résultats montrent que la concentration de fer sérique est augmentée de facon
significative chez les groupes D1 et D2 et de fagon trés hautement significative chez le groupe
D3 par rapport au témoin. Ce résultat est en accord avec 1’étude de Babadi et al. (2012), qui
montre que lI'exposition a SPION provoque une surcharge en fer dans I’organisme aprés un
traitement avec Fe,Ozavec différentes concentrations a 20, 50 et 150 pg/kg de poids corporel
pendant 15 jours par voie oral chez des rats Wistar. D’aprés Elias & Tsourkas (2009), le
SPION peut induire une surcharge en fer qui a des conséquences toxiques plus que
I'accumulation excessive des SPION. Lorsque le SPOIN administré par voie oral, il est
probablement dégradé en ions de fer sous I’action des enzymes lysosomale a faible pH dans
I’estomac (Singh et al., 2010). Dans I’état normal, I’absorption des ions de fer, qui se passe
dans le duodénum, est contrdlée par un mécanisme de régulation qui maintient 1’homéostasie
de fer dans I’organisme (Zhang et al., 2015). Mais, avec un surdosage de fer, la mesure dans
laquelle cette régulation est maintenue reste inconnue, mais il est supposé d’étre submergé,
permettant une absorption massive de fer (Chyka & Banner, 2004). L’absorption massive
peut augmenter la quantité de fer dans ’organisme, par ce qu’il n’y a pas un mécanisme

physiologique efficace pour excréter lI'exces de fer (Raghupathy et al., 2010).
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En outre, notre étude montre une diminution significative de la concentration de
I’hémoglobine chez le groupe D1 et hautement significative chez le groupe D2 et D3 par
rapport au témoin. ALA synthase catalyse la synthése de I'acide D-aminolévulinique (ALA),
le premier précurseur commun dans la biosynthése de ’héme. Il peut étre considéré comme
I'enzyme contrélant la vitesse de biosynthese de I'neme dans la plupart des circonstances
(Herbert et al., 1979). La surcharge en fer chez le rat, quelle que soit la voie de sa demande,
a entrainé une augmentation non seulement de fer, mais aussi du zinc et du manganése dans le
foie et la rate. L'augmentation du zinc et du manganése dans foie et la rate suite une surcharge
en fer était probablement un résultat non seulement de I’augmentation de I'absorption
intestinale, mais aussi de l'augmentation de l'absorption a partir de la cellule (Vayenas et al.,
1998). D’autre part, le zinc réduit ’activité d’ALA synthase (Cable et al., 1993) et donc
diminue la synthese de I’héme.

Nos résultats montrent aussi une diminution hautement significative de pourcentage
d’hématocrite chez le groupe D1 et tres hautement significative chez les groupes D2 et D3 par
rapport au témoin. 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).Aussi un déficit de vitamine B6 peut induit un anémie
microcytaire (McGuire & Beerman. 2013).

Nos résultats indiquent aussi une augmentation de globule rouge de fagon significative,
hautement significative et tres hautement significative respectivement chez le groupe D1, D2
et D3. Chez les animaux de laboratoire, une baisse du rapport hématocrite/concentration
d’hémoglobine induit une augmentation modérée de niveau de I'érythropoiétine. En outre, si
la concentration d'hémoglobine diminue, les taux d'érythropoiétine commencent a augmenter
exponentiellement (Alpern et al., 2013).Donc, EPO induit une augmentation des 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 1’étude de Pretorius et al. (2014), les concentrations sériques
exceptionnellement élevé de ferritine amene les globules rouges une morphologie anormale,
peut étre le stress oxydative causé par I’excés de fer provoque une perturbation de
I’érythropoicse, ce qui donne des globules rouges morphologiquement anormales.

Les résultats obtenues montrent une diminution hautement significative des plaquettes
chez le groupe D1 et trés hautement significative chez les groupes D2 et D3 par rapport au

témoin. Selon 1’é¢tude de Park et al. (2013), le nombre des plaquettes inversement corrélée
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avec le fer sérique et la transferrine. Peut étre parce que le fer peut diminue mégacaryopoiese.
La mégacaryopoiése est le systeme de production et de régulation de la production des
plaguettes. Donc la diminution des plaquettes a cause de la diminution de mégacaryopoiese
par I’excés de fer. Autre cause qui peut induite la diminution de nombre des plaguettes est via
le stress oxydative, qui peut causer par I’excés de fer, selon I’étude de Manasa & Vani
(2016), le stress oxydatif est I'une des causes de la diminution de I'efficacité et la durée de vie
des plaquettes.

Notre ¢tude montrent ainsi une diminution significative de I’activité de TGO chez le
groupe D1 et trés hautement significative chez les groupes D2 et D3, mais I’activité de TGP
diminue de fagcon non significative chez le groupe D1 et de fagon trés hautement significative
chez les groupes D2 et D3 par rapport au témoin. Ces résultats est en accord avec I’étude de
Lijuan et al. (2010) qui indiquent que I’activité de TGO et de TGP diminue chez les rats
traité par des nanoparticules d'oxyde ferrique. L'examen histologique de cette étude montre
que les nanoparticules d'oxyde ferrique ont causé de graves dommages dans les tissus du foie
et du poumon. Bien que ces dégats aient progressé tant dans le foie et les poumons durant la
période de post-exposition, aucune augmentation significative de l'activité des enzymes
sériques n’a €té observée en réponse a I’exposition aux nanoparticules.

On peut expliquer cette diminution par le niveau faible de vitamine B6 induit par la
surcharge en fer (Claster et al., 2009). Les faibles niveaux de TGO et TGP sont en partie due
a une carence en pyridoxal phosphate, la forme active de vitamine B6, qui sert de coenzyme
pour ces transaminases (Ono et al., 1995).

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative de [’activité de
phosphatase alcaline chez les groupes D1, D2 et D3 par rapport au témoin. Ces résultats sont
en accord avec I’étude de Lin & Adams (1991) qui indique que I’excés de fer induit une
augmentation de I’activité de PAL.

Les ¢lévations de I’activité de phosphatase alcaline sérique proviennent essentiellement
de deux sources soit le foie soit les 0s. Le dommage du foie induit une augmentation de
I’activité de phosphatase alcaline (Pratt & Kaplan, 2000). Peut-étre parce que les cellules
hépatiques endommagées développent des membranes qui fuient, ce qui permet d'évasion
d'enzymes intracellulaires dans la circulation sanguine (Babadi et al., 2012). L’augmentation
de zinc produit par la surcharge en fer (Vayenas et al., 1998) peut augmenter I’activité de
phosphatase alcaline, car le zinc fait partie intégrante de la phosphatase alcaline et agit comme

coenzyme (Picon, 1992).
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D’aprés nos résultats, la concentration de la bilirubine totale diminue de fagon
significative chez le groupe D1 et de fagon tres hautement significative chez les groupes D2 et
D3 par rapport au témoin. La bilirubine est un métabolite final du catabolisme oxydatif de
I'héme et elle résulte essentiellement du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules
réticuloendothéliales (Haleng et al., 2007). Héme oxygénase (HO) est ’enzyme qui dégrade
I'néme pour produire le monoxyde de carbone, le fer et la biliverdine. La biliverdine est
rapidement convertie en bilirubine par la biliverdine réductase (Vaishnav et al., 2015). Donc
une diminution de taux de I’hémoglobine induit une diminution de taux de bilirubine totale
(Herbert et al., 1979).

Notre étude indique une augmentation trés hautement significative de concentration
d’acide urique et hautement significative de concentration de créatinine chez les groupes D1,
D2 et D3, mais la concentration d’urée augmente de fagon significative chez le groupes D1 et
D2 et de facon hautement significative chez le groupe D3 par rapport au témoin. Ces résultats
sont en accord avec 1’étude de Barbosa et al. (2013) qui montrent qu’une surcharge en fer
induit une augmentation de taux d’acide urique, de créatinine et d’urée.

D’autre part, les résultats de ’étude de Mainous et al. (2011) démontrent Il'utilité de
I'acide uriqgue comme un marqueur de la surcharge en fer qui peut guider le dépistage ciblé de
la toxicité de fer. Le mécanisme physiologique qui reliant l'acide urique élevé a ferritine
élevée est actuellement incertaine. L'acide urique est associé a l'inflammation, mais il
fonctionne également comme un puissant endogene antioxydant. Cependant, cette théorie ne
soit pas étayée par une preuve. Jusqu'au moment, ce qui est plus probable est que
l'augmentation de l'acide urique sérique, plutdt que d'étre 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 responsable de ce métabolisme est la créatine kinase (CK) qui catalyse la réaction
réversible de la formation de phosphocréatine a partir créatine et ATP. Le phosphocreéatine
ensuite se dégrade pour donner créatinine (McLeish & Kenyon, 2006). Comme nous l'avons
mentionné plus tét, la surcharge de fer entraine une augmentation de taux de zinc, et d’autre
part, I’étude de Tong et al. (2000) indique que le zinc peut induit une augmentation de
I'activité de CK, ce qui probablement augmente la concentration de créatinine.

D’autre part, I’augmentation de la concentration de l'urée est probablement associée a
une augmentation de la dégradation des protéines. De méme, les niveaux anormalement
élevés de créatinine sérique et de l'urée étaient compatibles avec la fonction rénale altérée,

(Almeida et al., 2012) car I’excés de fer conduit a un stockage intralysosomale du fer dans les
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reins (Dimitriou et al., 2000). La surcharge en fer peut provoquer un stress oxydative (Lei et
al., 2013) qui peut affecter a la fois les cellules rénales endothéliales et épithéliales conduisant
a une dysfonction rénale (Schetz et al., 2010).

Notre étude indique une augmentation hautement significative des monocytes chez les
groupes D1 et D2 et trés hautement significative chez le groupe D3, aussi, elle indique une
augmentation significative des lymphocytes chez les groupes D2 et D3, mais chez le groupe
D1, elle n’indique aucun différence significative par rapport au témoin. Ces résultats
montrent la présence d’une inflammation. L’inflammation est une réponse physiologique
protectrice qui est généralement étroitement contrblée par le corps au niveau du site de Iésion
(Closa & Folch-Puy, 2004). Mais, dans notre étude I’inflammation est une réponse de 1’état
de stress oxydative induit par le fer. Le mécanisme d’induire 1’inflammation par le stress est
via activation des facteurs de transcription qui régulent les genes pro-inflammatoires.

La génération de cytokines est jouée un rble majeur pour induire des réponses
inflammatoires (Gogos et al., 2000). Un régulateur clé de I'induction de cytokines est le
facteur nucléaire kB (NF-kB). Ce facteur constitue une famille de protéines qui se lient a
I'’ADN a activer la synthese des cytokines. NF-kB est présent dans le cytoplasme couplé a une
proteine inhibitrice (IkB) qui bloque la translocation de NF-kB vers le noyau. Sous un certain
nombre de stimuli, IkB devient phosphorylée et dégradé permettant la translocation de NF-kB
vers le noyau pour déclenche la transcription des genes impliqués dans la réponse
inflammatoire. Les radicaux libres derivés de l'oxygéne peut active NF-kB (Adcock et al.,
1994).

Dautres facteurs de transcription qui régulent les génes pro-inflammatoires sont
également activés par le stress oxydant. Phosphorylation de la famille de MAP Kinases, y
compris ERK, JNK et p38 kinase, peut étre induite par des radicaux libres d'oxygene. Par la
suite, ces kinases conduisent a l'activation des facteurs de transcription qui régulent la
synthese de génes pro-inflammatoires (Griendling et al., 2000). En outre, l'activation des
MAP kinases pourrait réguler l'expression de genes différents par leur effet sur
I'acétylation/phosphorylation de des histones. A cet égard, il a été rapporté que l'acétylation
des histones joue un role dans lI'expression des genes de I'lL-8 et IL-6 (Vanden Berghe et al.,
1999).

En outre, les LDL oxydées formées par D’attaque radicalaire des lipoprotéines
circulantes peuvent induit la génération de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par
les macrophages. Aussi, les LDL oxydées sont immunogenes et les immuns complexes

formés peuvent activer la voie classique du complément (Haleng et al., 2007).
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Mais, des études montrent que 1’excés de fer peut perturber le fonctionnement normal
des cellules immunitaires. La surchargés en fer peut étre induit une déficience fonctionnelle
des monocytes et des granulocytes, et I'exces de fer disponible peuvent stimuler la croissance
bactérienne. Des études montrent des fonctions phagocytaires anormales a cause de la
surcharge en fer incluaient des diminutions significatives dans la phagocytose des
Staphylococcus albicans par polynucléaire (PMN), diminution de l'activité bactéricide de
monocyte (MN), et une diminution de la réactivité moyenne chimiotactique des leucocytes
(Walker & Walker, 2000).

Aussi, I’exces de fer peut induit des changements dans les sous-ensembles lymphoides.
Des nombreuses études, réalisées principalement sur des lymphocytes du sang périphérique
(PBL) ont montré des changements dans les sous-ensembles de lymphocytes T et de leur
statut fonctionnel a ’exces de fer (Porto et al., 1997). Le résultat le plus constant est celui
d'une diminution des cellules T CD8" dans le sang périphérique, ce qui entraine une
augmentation dans le rapport CD4/CD8. D'autres anomalies des lymphocytes CD8 ont été
observées, y compris une reduction de lactivite cytotoxique. La présence d’un rapport
CD4/CD8 élevé est en correlation avec la gravite de la surcharge en fer, et le degré de fibrose.
Une réduction du nombre de cellules NK a été aussi observée (Hubscher, 2003).

En effet, la surcharge en fer est associée a la production de radicaux libres. Par
conséquent, ces radicaux libres peuvent endommager I'ADN, les protéines, les
polysaccharides et les lipides in vivo (Kadiiska et al., 1995). La réagir des radicaux libres
avec les lipides de la membrane donnant lieu a des produits de dégradation, y compris le
malondialdéhyde (MDA) (Singh et al., 2010).

Nos résultats indiquent une augmentation bien définie de concentration de MDA
tissulaire da foie, reins, cceur, et de la rate pour les différentes doses de SPION par rapport au
témoin. Ces résultats sont en accord avec 1’étude d’EI-Bahr (2007) qui montrent que 1’excés
de fer conduit a I’augmentation de concentration tissulaire de MDA de foie, reins, cceurs et
rate. Dans leur étude, des rats sont traités avec le fer dextran, a une dose de 200 mg/kg de
poids corporel une fois par semaine pendant 4,5 mois.

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 (Ayala et al., 2014).

Le fer libre peut potentiellement traverser la membrane mitochondrial et dans ce dernier

cas, le fer libre sous la forme d'ions ferreux (Fe?*) peut réagir avec du peroxyde d'hydrogéne
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et de l'oxygéne produit par les mitochondries pour produire des radicaux hydroxyles
hautement réactifs et des ions ferrique (Fe*") via la réaction de Fenton (Singh et al., 2010).
L'OH- est un oxydant beaucoup plus fort que radical superoxyde anion et pourrait déclencher
l'oxydation de la chaine de phospholipides polyinsaturés donc la génération de MDA, ce qui
conduit & la dégradation de la fonction membranaire (Browne & Armstrong, 2000).

D’aprés I’étude de Bacon et al. (1983), a montré une surcharge de fer des cellules de
foie avec une augmentation de peroxydation des lipides hépatiques surtout les lipides
mitochondriale.

L’étude de Galleano et al. (1994) montre que la teneur en fer, apres le traitement par un
exces de fer, était augmentée 8 fois dans le rein entier et 5 fois dans les mitochondries rénaux
avec augmentation des taux de peroxydation des lipides.

Selon I’é¢tude de Gammella et al. (2015), tous les types de cellules qui constituent le
ceeur peuvent étre sensibles aux dommages induits par ERO, y compris les cellules
endotheliales, mais les cardiomyocytes sont particulierement sensibles aux dommages médiée
par ERO. En fait, d'une part, compte tenu des besoins élevés de 1'énergie du cceur, les
cardiomyocytes sont riches en mitochondries et consomment de grandes quantités d'oxygene.

L’étude de Heys & Dormandy (1980) montre que le traitement avec grande quantité de
fer induit une accumulation de fer dans la rate, ce qui rend la rate I'un des organes les plus
gravement touchées par I’attaque des radicaux libres. Peut étre parce que la rate, en plus de
foie, est I’'un des principaux sites de stockage de fer (Ganong, 2004).

Nos résultats montrent que la concentration tissulaire de GSH diminue dans le foie chez
les groupes D2 et D3, mais elle augmente chez les groupes D2 et D3 dans le cceur, et
seulement chez le groupe D3 dans les reins et la rate par rapport au témoin. L’¢étude d’El-
Bahr. (2007) montre une augmentation de la concentration tissulaire de GSH de foie, rein,
ceeur et rate due a I’exces de fer.

Une fonction majeure de GSH est la détoxication et I'élimination d'especes réactives de
l'oxygéne. Ces composés sont conjugués avec GSH soit spontanément, soit par voie
enzymatique dans des réactions catalysées par la GSH-S-transférase (GSTs). 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
intracellulaire, ce qui peut étre expliqué la diminution de concentration tissulaire de GSH dans

le foie.
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Par contre, la concentration tissulaire de GSH augmente dans les autres organes étudiés.
On peut expliquer cette augmentation par I’effet de stress oxydatif causée sur 1’expression de
la synthese de GSH. Selon I’étude de Shelly & Lu (2009), le stress oxydatif est bien connu
pour induire I'expression d'enzymes synthétiques de GSH. Le glutamate cystéine ligase(GCL),
un des enzymes clés dans la synthése de GSH, est composé d'une sous-unité catalytique
(GCLC) et une sous-unité modificatrice (GCLM) et ils sont réglementés a des niveaux
multiples et parfois difféeremment. Le stress oxydatif est peut associées a une augmentation
des niveaux de GSH cellulaires, de l'activité du GCL, des niveaux de GCLC ARNm et de
transcription du gene GCLC (Yamane et al., 1998).

Aussi, autre cause, qui peut expliquer ’augmentation de la concentration tissulaire de
GSH des reins et de rate, est la diminution de I’activité de GSTs, car le GSTs entre dans le
voie enzymatique de conjugaison de GSH.

D’autre part, les résultats indiquent une augmentation significative de I’activité de
catalase chez les groupes D2 et D3 dans les reins et chez le groupe D1 dans le cceur, et une
augmentation hautement significative chez les groupes D2 et D3 dans le coeur aussi, mais, il
n’indique aucune variation significative dans le foie et la rate par rapport au témoin. Ces
résultats est contre ’étude de Abdalla et al. (2011) qui montre que I’excés de fer diminue
I’activité de catalase.

Etant donné que le superoxyde est le principal ERO produit a partir d'une variété des
sources, la dismutation du superoxyde se fait par la SOD. Le produit de la SOD est H,O,, qui
est manifestement toxiques et doivent étre éliminés rapidement. Dans les cellules de
mammiféeres ceci est réalisé par deux familles d'enzymes: les glutathion peroxydases et les
catalases. Les deux enzymes detoxifient H,O; en le réduisant a l'eau et I’oxygene. Glutathion
peroxydases utilisent le pouvoir réducteur du glutathion (GSH) pour détoxifier le peroxyde
d'’hydrogéne. Deux molécules de GSH sont oxydées pour former le composé a liaison
disulfure, le GS-SG dans la réduction d'une molécule de peroxyde d'hydrogene (Birben et al.,
2012). La dégradation de H,O, par catalase est réalisée par l'intermédiaire de la conversion
entre 2 conformations de catalase. Catalase se lie également NADPH comme un équivalent
réducteur pour empécher l'inactivation oxydative de I'enzyme par H,O, comme il est réduit a
I'eau (Davies, 2000).

L’augmentation de 1’activité de ces enzymes peut expliquer par la capacité de défense
équipé par I’organisme (le systeme antioxydant) qui servent a contrebalancer l'effet des
oxydants. Donc, on peut dire que dans le cas de stress, ’organisme induit une augmentation

de I’activité des enzymes antioxydants pour réduire I’effet des oxydants (Birben et al., 2012).
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Peut étre c’est pourquoi, l’activit¢ de GSTs, d’aprés nos résultats augmente de facon
significative chez les groupes D2 et D3 dans le foie et seulement dans le groupe D3 dans le
ceeur, mais, elle diminue de fagon significative et trés hautement significative respectivement
dans la rate et dans les reins chez les groupes D1, D2 et D3par rapport au témoin. 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. 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’aprés les résultats de ’activité tissulaire des antioxydants suggerent que
chaque organe a un effet antioxydant spécifique (Galleano et al., 1994), ce qui rend la gravité
de ’attaque oxydative différente entre les organes, c’est pourquoi on trouve que la variation
des antioxydants défere d’un organe a autre.

Selon I’étude de Sanchez-Valle et al. (2012), la génération d'espéces réactives de
l'oxygéne (ERO) joue un réle important dans la production des lésions du foie et d'initier la
fibrogenése hépatique. Le stress oxydative perturbe les lipides, les protéines et 'ADN, induit
une nécrose et l'apoptose des hépatocytes et amplifie la réponse inflammatoire. Les ERO
également stimuler la production de médiateurs a partir de cellules de Kupffer
profibrogénique et faire circuler des cellules inflammatoires et activer directement les cellules
stellaires hépatiques, ce qui entraine l'initiation de la fibrose.

Dans notre étude, on ne trouve pas une différence bien claire entre 1’effet des différentes
doses de SPION sur les paramétres biochimiques et hématologiques étudiées. Mais pour les
parametres de stress oxydative, on trouve que I’effet toxique de la premiére dose de SPION
(groupe D1) est faible et que la troisieme dose de SPION (groupe D3) a un grand effet toxique
sur le foie.

Dans notre étude, nous avons évalués la capacité da quercétine a éliminer ou a diminuer
I’effet toxique des SPION chez les lapins. Nos résultats montrent que le groupe traité par le
SPION et le quercétine (Q) 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 1’exces de fer
par augmentation ou diminution significative par rapport au groupe D2.

Par ailleurs, I’étude de Bentz. (2009) montre que la quercétine posséde une mauvaise

absorption. Mais selon I’étude de Scalbert et al. (2002), il a été proposé que les flavonoides,
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comme la quercétine, ne doivent pas nécessairement étre absorbé pour exercer un effet. Apres
les chercheurs ont nourri des thés et des vins (les deux sources de quercétine) a des rats, des
concentrations élevées de flavonoides ont été trouves sur la lumiere intestinale des rats, ce qui
entraine une réduction des dommages oxydatifs a I'ADN dans les cellules cecaux muqueuses.
Cette étude suggere que certains flavonoides alimentaires peuvent exercer un effet positif quel
que soit leur mauvaise absorption.

Par ce qu’il n'y a pas des voies connues pour éliminer l'exces de fer dans le corps et
donc I'noméostasie du fer est maintenue en modifiant l'absorption alimentaire, le mécanisme
de quercétine a diminuer I’effet toxique des SPIONs est par la diminution de 1’absorption
intestinal de fer en inhibant I’accumulation de fer dans I’organisme, par conséquence inhibe
I’événement de stress oxydative. Les effets a long terme de la quercétine sur le transport du
fer intestinal sont moins bien étudiés. Mais, 1’étude de montre 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. La quercétine se lie au fer entre
ses groupes 3-hydroxy et 4-carbonyle. Dans les études a long terme, la quercétine diminue
I’expression duodénale de ferroportine les rats traités par la quercétine (Lesjak et al., 2014).

En outre, un rapport expérimental récente indiquant que la dose élevée administration
de quercétine réduit la glycémie (Rivera et al., 2008). Les mécanismes par lesquels la
quercétine affiche des effets hypoglycemiants ne sont pas encore bien compris. D’autre part,
des études sur la quercétine indiquent leur role dans 1’augmentation de l'excrétion fécale et
biliaire du cholestérol, par conséquent, la diminution du taux de cholestérol sérique et la
teneur totale en cholestérol du foie chez le rat (Igarashi, 1995). Kamada et al. (2005) ont
rapporté que la quercétine glucoside réduit de maniére significative les quantités de
cholestérol total, triglycérides, et acides gras totaux. Peut étre ¢’est pourquoi, on trouve une
diminution significative dans la concentration de glucose et de cholestérol sérique par rapport
au témoin, on peut dire que les effet hyperglycemiant et hypercholestérolémiant de quercétine
est faible (Lee et al., 2011).

D’autre coté, une étude réalisée par Moon et al. (2001) montre que la quercétine-3-O-p-
D-glucuronide, est un des métabolites de quercétine, posséde la capacité d'agir comme un
antioxydant lors de l'oxydation des LDL du plasma humain induite par des ions cuivre et
présentait des propriétés anti-radicalaires, montrant que les métabolites de quercétine peuvent
agir comme des antioxydants. Ce qui peut étre expliquée I’effet antioxydant et anti-

inflammatoire de quercétine. La quercétine peut exercer ses propriétés anti-inflammatoires et
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immuno-modulateurs dans les molécules effectrices telles que les cytokines pro-

inflammatoires en supprimant Il'activation des voies de transduction du signal de ERK et de

p38 et NF-kB/IkB (Cho et al., 2003).
Mais, selon Janisch et al. (2004), autres études sont nécessaires pour élucider les effets

de la quercétine dans le corps, et d’identifier et d’évaluer l'activité antioxydant de ces

métabolites.
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Conclusion générale

Aujourd’hui, les nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétique (SPION) ont attiré
beaucoup d'attention en raison de leur grand potentiel dans plusieurs applications cliniques
biomédicales et in vivo. Malgré la large gamme d'applications, il y a un grave manque
d’informations sur l'impact toxique de ces nanoparticules sur la santé. D’autre part, la
recherche des nouvelles approches pour résoudre les problemes de différentes substances
toxiques est augmentée. Durant ces deux dernieres décennies, la recherche en phytothérapie
devient une des plus grandes préoccupations scientifiques. Depuis toujours, les substances
actives dans les plantes ont été utilisées pour prévenir ou traiter diverses maladies. Parmi ces
substances on trouve la quercétine. De nos jour, La quercétine fait l'objet des plusieurs
rapports scientifiques qui montre leur effets biologiques bénéfiques.

Ce travail a été fait pour évaluer I’effet toxique des nanoparticules d’oxyde de fer et de

valider I’effet antioxydant de quercétine chez les lapins.

D'aprées notre étude, nous avons observe que les nanoparticules d'oxyde de fer induit une
perturbation de [I’hématopoiese provoquant un changement de la morphologie des
érythrocytes, associé a I’apparition d’un anémie microcytaire, et de coagulopathie et dans les

cas grave, on peut parler de ’apparition d’un cancer.
b

En outre, nos résultats montrent également que les nanoparticules d'oxyde de fer
diminue provoque un stress oxydatif, donc, une augmentation de la peroxydation lipidique
dans le foie, reins, ceeurs et la rate. Alors, on conclure que les nanoparticules d'oxyde de fer
conduit a I’apparition des anomalies rénales, cardiaques, hématologiques et principalement
hépatiques. L’étude histologique de foie confirme nos résultats car elle indique la présence

d’un dommage hépatique qui est exprime par I'existence d’une nécrose des hépatocytes.

On outre, I’étude de I’effet antioxydant de quercétine contre la toxicité induit par les
nanoparticules d'oxyde de fer montre que la quercétine posséde des puissantes propriétés
antioxydantes avec une capacité a maintient 1’homéostasie de fer en empéchant leur

accumulation dans I’organisme via I’influence sur les mécanismes de régulation.

L'ensemble des résultats de cette étude montre que I’exposition aux SPION induit une
toxicité via la provocation de stress oxydative. D’autre part, la capacité de quercétine a
éliminer cette toxicité .Mais, autre études plus approfondies sont nécessaires pour mieux

comprendre les mécanismes impliqués dans les différents effets observés et évaluer I’effet
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antioxydant de la quercétine in vivo et son efficacité dans la prévention des maladies résultant
des dommages oxydatifs.. Par conséquent, notre travail pourrait étre complété premiérement
de fagon particulicre par I’étude de l'impact des nanoparticules d'oxyde de fer sur la
morphologie des érythrocytes et la possibilité d’avoir un cancer du sang, mais d’une maniére
générale 1’étude génotoxique est trés nécessaire pour bien comprendre les mécanismes de

cette perturbation afin d’adapter les mécanismes de défenses.
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Annexes

Figure22: Sacrifice, prélevement de sang et mesure de glycémie (photo originale, 2016).
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Figure23: Dissection et prélevement des organes (photo originale, 2016).

Figure24: Centrifugeuse horizontale de type SIGMA (photo originale, 2016).
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Annexes

Figure25: Analyseur hématologique de type Mindray-BC-2800 (photo originale, 2016).

Figure26: Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240 (photo
originale, 2016).
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Figure 28: Microscope optique avec appareil photo (camera) (photo originale, 2016).
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Résumé

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 chez les lapins. 20 lapins méles Albinos pesant
910,4+357,54g ont été divisés en cing groupes: le 1% groupe considéré comme témoin, le 2°™,
le 3°™ et le 4™groupe (D1, D2 et D3) recevant chaque jour respectivement 50 pg/kg, 100
Mg/kg et 150 pg/kg des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétique (SPION) pendant
21 jours, le 5°™ groupe (Q) recevant chaque jour 100 pg/kg de SPION dissous dans I'eau
distillé et 10 mg/kg de quercétine pendant 21 jours. Les résultats obtenus dans la présente
étude, montrent que le traitement par les SPION induit une surcharge en fer, perturbation de
fonction rénal exprimée par l’augmentation de créatinine, d’urée et d’acide urique et
perturbation de fonction hépatique exprimée par la diminution de ’activité des transaminase
et laugmentation de I’activité de phosphatase alcaline. Les résultats indiquent aussi la
présence d’une anémie microcytaire, coagulopathie, inflammation et le plus grave la présence
d’un stress oxydative au niveau de foie, des reins, de cceur et de la rate avec une diminution de
poids relatif de cceur. Cependant, I'administration orale de la quercétine a provoqué une
diminution de ’effet toxique de SPION en maintenant I’homéostasie de fer dans I’organisme
donc en inhibant les effets néfastes de la surcharge en fer.

Mots clés: SPION, toxicité, stress oxydative, quercétine, lapins Albinos.
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