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Introduction

Depuis ’antiquité I'nomme a utilisé les plantes pour subvenir a ses besoins tels que la
nourriture, et la thérapie. Le développement de la science avec le temps a montré que ces
plantes possédent des vertus thérapeutiques scientifiquement prouvées. Les chercheurs ont pu
tirer cette conclusion apres avoir faire plusieurs expériences aux laboratoires. Ces plantes
possédent plusieurs propriétés pharmacologiques telles que le pouvoir antioxydant, anti-
inflammatoire, antibactérien, les maladies neurodégénératives, les maladies gastro intestinales
le diabéte....... Neamoins elles peuvent avoir aussi des effets secondaires lorsqu’elles sont
consommées a forte concentration ce qui va induire une toxicité dans différents organes [1].
Les plantes sont capables de fournir une grande diversité de produits ne participant pas a leur
métabolisme de base, mais représentant des produits du métabolisme secondaire ; les

alcaloides, les polyphénols les flavonoides et les terpenes. [2].

C’est dans ce cadre que nous essayons de Vérifier la toxicité d’une plante trés utilisée
en Algérie : Nigella sativa L.

En effet Nigilla sativa L a une grande valeur dans 1’application médicinale dans le
monde islamique car elle est marquée dans la liste des medicaments contre diverses
pathologies et avec des effets secondaires minimes par rapport aux médicaments a base
chimique. Face a 1’échec du traitement chimique a éviter les effets secondaires sur la santé,
le recourt a I'utilisation des plantes médicinales devient de plus en plus une pratique courante
dans le traitement des maladies. D’ailleurs, cette démarche a été recommandée par
I'Organisation Mondiale de la Santé(OMS) depuis1970.

Ce travail vise a étudier la toxicité de 1’huile totale et la fraction neutre des graines de
Nigella sativa sur un modéle animale (des rats) par voie orale et pendant un mois puis on va
faire un prélévement de sang afin d’estimer les parametres biochimiques sur le plasma (bilan
hépatique, rénale et lipidique), ensuite on procéde a une dissection pour récupérer le foie et les

reins pour faire des études histologiques.

Notre travail présentera deux grandes parties :

1. La premiére partie théorique rendra compte sur notre matériel végétal Nigella Sativa I, puis
un chapitre sera consacré a 1’étude de la toxicite.
2. La seconde partie portera sur la partie pratique ou nous présenterons les techniques

utilisées ensuite les résultats et la discussion.



Le premier chapitre sera consacré au matériel végétal, en insistant sur son intérét en
médecine populaire, sa place dans la systématique, les différents travaux réalisés sur ce genre

et I’état actuel des connaissances.

Nous entreprendrons, dans le chapitre II I’étude des flavonoides avec notamment leur

biosynthése et leur classification.

La méthodologie phytochimique fera 1’objet du chapitre III ,avec la description des

techniques d'analyses mises en ceuvre.

Nous présenterons au chapitre IV les résultats obtenus ainsi que les interprétations aussi bien

pour la partie structure que pour la partie biologie des populati
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Généralités

Au cours des derniéres années, les plantes médicinales ont acquis une attention
particuliere dans le traitement des maladies humaines en raison de leur faible prix, leur

disponibilité et une meilleure acceptation par les patients.

Nigella sativa L est connu sous différents noms; en arabe il est nommé comme " Habbah
Sawda " ou "Habbat el Baraka ", en Inde, il est appelé " Kalonji, " tandis qu'en Chine il est

connu comme " Hak Jung Chou ““[3].

C’est une plante herbacée originaire du moyen orient, de I'Europe centrale et de I'ouest
de I'Asie et maintenant elle est cultivée dans plusieurs régions dans le monde surtout dans le
bassin méditerranéen et en Inde [4]. Elle croit sur les terres semi arides au sein de
communautés naturelles ou prédominent les thérophytes [5,6]. Elle est tres peu exigeante et

pousse sur des terrains argileux ou sablonneux, dans des endroits chauds et peu humides [7].

Cette plante est utilisée traditionnellement depuis des millénaires a des fins culinaires et
médicinales .elle est considérée comme reméde dans le traitement de nombreuses
pathologies I’inflammation, 1’allergie, 1’eczéma, la bronchite, I’hypertension, le diabéte et les
états grippaux) [8].

En effet, Nigella sativa L a une grande valeur dans 1’application médicale dans le monde
car elle est méme marquée dans la liste des médicaments de Al-tibb anabawi du au proverbe
du prophete Mohamed (SAW) qui dit : (tenez-vous a I’utilisation de habbat el sawda ) c'est

un remede contre n'importe quelle maladie excepté la mort.

Souvent elle est appliquée en cuisine comme épice dans les plats raffinés en pays arabes

,en inde et en Europe et un additifs dans plusieurs plats[9,10] .




Chapitre

Nigella Sativa L

Il. Laclassification ou systématique et la description botanique

I1.1. Classification

La classification botanique des Angiospermes de Cronquist (1988) est basée sur les critéres
morphologiques, anatomiques et chimiques des plantes. Nigella sativa L est une plante a

graines donc elle fait partie de I’embranchement des Spermaphytes.

La famille des Renonculacées comprend une trentaine de genre et environ 1200 especes

Le genre Nigella Sativa L inclut environ 20.espéces diffusés dans les régions
méditerranéennes et en Asie occidentale [11,12] .
Sous- y
Embranchement Embranchement Classe Sous-Classe Série Ordre Tribu Genre
— Bryophytes
— Clématidées
I— Ptéridophytes
| _Anémonées __Caltha
— Gymnospermes sopyrum
[~ Renonculacées| Renonculées | Helleborus
—Nigella
— Nymphéacées | _Helleborées —Aquilegia
L Spermaphytes Monaocotylédones Ranales | Coptis
|- Cératophyliacéeq Paeoniées Trollius
Pariétales - Delphinium
— Apétales | Lauracées L_Aconitum
Angiosperme Thalamifloreg— Guttiférales

Dicotylédones

— Dialypétales—Discifiores L_Euphorbiales

| Caliciflores

— Gamopétales

Figure 1 : classification botanique selon Bentham et Hooker [13,14] .
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11.2. Description botanique

Nigella sativa L est une plante herbacée annuelle de la famille des Renonculacées. Atteignant
30 a 60 cm de haut avec des feuilles linéaires finement divisées [15]. Les fleurs sont délicates
et généralement de couleur blanche, jaune, rose, bleu pale ou pourpre pale, avec 5 a 10
pétales. Les fruits murs constitués de follicules soudés s'ouvrant par une fente interne
renferment de nombreuses graines de couleurs noir mat, ovoides, mesurant de 2 & 3 mm de
long et présentant trois ou quatre angles. Il est généralement cultivé sur un sol sec entre

Novembre a Avril et les graines prendre environ 10-15 jours pour germer [10,16] .

Graines

Capsule | ' J
Nigella sativa

Figure 2 : Aspect morphologique de la plante Nigella sativa L [4] .
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I11.  Composition chimique des graines de la plante

I11.1. composions générale

La premiére publication sur les recherches de la composition des graines de Nigella
Sativa L ont débutés en 1880 par Greenish, qui mentionne la présence de 37% d’huiles et
4,1% d’éléments minéraux [17]. Des nouvelles études ont prouvé que les graines sont tres
riches en plusieurs constituants tant en métabolites secondaires (terpéniques, flavoniques) que
primaires (lipides, protéines et glucides) et de sels minéraux (phosphore, calcium, potassium,

magnésium et sodium) [18].

Tableau 1 : Composition chimique des graines de Nigella sativa L d’aprés [19].

Constituant | Quantité (%)
Eau 6.4

Lipides 31.4

Protéines 20,2

Fibres 6.6

Glucides 35.4

I11.1.1. Lipides et stérols

Les graines constituent environ 0,4-2,5% d’huile essentielle, plus de 30% d’huiles fixes et
[20,21] 38% de lipides totaux dont les phospholipides [22]. Les deux acides gras principaux
de I’huile de Nigella sativa L sont les acides oléique et linoléique et ils constituent 75% des

acides gras totaux [23]. Les stérols représentent environ 2% de ’huile fixe [24].
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111.1.2. Les protéines

Les graines de Nigella Sativa L sont tres riches en protéines, elles représentent environ de

20%, en 1992 Saleh Al-Jassir fait L’analyse de la composition en acides aminés (AA) sur les

graines de Nigelle d’Arabie [25]. Les protéines de la graine de Nigelle sont composées de 17

acides aminées dont 8 sont des acides aminées essentiels.

Tableau 2 : Répartition en acides aminés des protéines de graines de Nigella sativa L [25].

ACIDES AMINES

Teneur en mg /100g
de protéines

% de contribution a
I'apport protéique

Acides aminés essentiels

Leucine 665,00 + 3,51 5,82
valine 527,00 + 3,28 4,61
lysine 462,00 + 4,28 4,04
thréonine 417,00 + 3,31 3,65
phénylalanine 413,00 + 2,67 3,61
isoleucine 395,00 £ 2,11 3,46
histidine 383,00 + 1,64 3,35
méthionine 188,00 + 0,37 1,65
Acides aminés non

essentiels

acide glutamique 2829,00 + 19,34 24,74
arginine 1051,00 + 10,39 919
acide aspartique 1022,00 + 9,80 8,94
glycine 642,00 £ 4,42 5,61
proline 560,00 + 3,91 4,90
sérine 493,00 £ 4,11 4,31
alanine 427,00 + 3,35 3,73
tyrosine 411,00 + 2,95 3,59
cystine 224,00 + 1,82 1,96
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111.1.3. Polyphénols et flavonoides
Les Renonculacées sont riches en flavonols et en flavones. En 1997, a partir des graines de
Nigella sativa L ont été isolés trois nouveaux flavonoides triglycosylés [26].
1. quercétine 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside
2. keempférol 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside
3. quercétine 3-(6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2) glucoside

R
OH
R Ry ' OH
H A K ] OH
I oH H L] ]
]' \' 0 0" 0 |
2 H H H J ; /.A\V (:l Z . l:lﬁ '-\ ()
[
HC. A /N 0 HO }_1 ."‘ X
v N ) C‘ = '|l-‘
3 OH 1) k
W IS

= —l

Figure 3 : Structure chimique des trois flavonoides isolés de Nigella sativa L. d’aprés [27].
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111.2. L’huile

111.2.1. L’huile essentielle

Les huiles essentielles ou les huiles volatiles sont des substances naturelles volatiles. Elles
représentent une petite fraction dans la composition chimique de la plante et sont responsables
de I’odeur distinctive de la plante. C’est pour cette raison que les plantes qui synthétisent les
huiles essentielles sont connues sous le nom de « plantes aromatiques » [28 ,29]

Les terpénes sont les composants les plus abondants dans les huiles essentielles, Les
composés aromatiques sont des dérivés de phenylpropane (C6- C3), et sont beaucoup moins
fréquents que les terpénes. Les huiles essentielles peuvent étre également renfermées d’autres
constituants qui ne sont pas des terpenes ou des dérivés de phénylpropane, comme les
composés issus de la dégradation d’acides gras et les composés azotés et soufrés qui résultent

du clivage d’acides aminés ou de ces précurseurs [30 ,31,32].

Tableau 3 : Les composés des monoterpénes d’huile essentielle de Nigella sativa L [33]

Composition Teneur (%)
thymoquinone 23.25+1.03
dihydro Thymoquinone 3.84+£0.12
p-Cymene 32.02+1.01
carvacrol 10.38 £ 0.30
a-thujene 2.40 £ 0.06
thymol 2.32+£0.26
a-Pinene 1.48 £0.02
B-pinene 1.72 +0.05
t-Anethole 2.10 £ 0.42
Composants mineurs 23.81+£0.92
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Figure 4 : Structure de quelques composés rencontrés dans les huiles essentielles [34].

111.2.2.huile fixe

L’huile fixe représente 37,9-39,2% du poids de la graine. Elle est constituée principalement
de lipides neutres 96,1% - 97,2%, de lipides polaires 3%, et de phospholipides 0,32 - 1,05%
[34].

111.2.2.1.Les Compositions chimiques de I’huile fixe

La séparation des composés chimiques de I’huile fixe de la plante est obtenue par une
méthode chimique basée sur la pression a froid des graines. Les principaux composants sont
principalement des esters du glycérol et d’acides gras tels que 1’acide linoléique, 1’acide
oléique et I’acide palmitique [35, 36, 37].

Des etudes sur les glycolipides de Nigella sativa L ont permis de séparer et d’identifier

six composes dont le plus abondant est le digalactosyl diacylglycerol qui forme 55,6 % des
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glycolipides totaux [38]. L’analyse phytochimique de deux variétés de graines de Nigella
sativa L (provenant d’Iran et de Tunisie) montre que le principal acide gras insaturé est I’acide
linoléique suivi par I’acide oléique, alors que 1’acide gras saturé majoritaire est ’acide
palmitique. La présence d’autres acides gras (myristoleique, palmitoleique, margarique,

arachidique, eicosanoique, behenique, lignocerique) a été également détectée [35] (Tableau

4). Ces résultats correspondent bien avec ceux trouves par Nickavar et al. [37].

Tableau 4: Compositions chimiques de I’huile fixe de Nigella sativa L (g/100 g d’AG total) [33].

Composition Teneur (%)
Myristique 0,35-0,41
Myristoleique Traces
Palmitique 17,2-18,4
Palmitoleique 0,78-1,15
Margarique Traces
Margaroléique Traces
Stéarique 2,84-3,69
Oléique 2 3,7-25
Linoléique 49-50,31
Linolénique 0,32-0,34
Arachidique 0,14-0,22
Eicosanoique 0,32-0,34
Lignocérique Traces
AG saturés 22,7-25,5
AG mono-insaturés 25,0-26,5
AG polyinsaturés 49,8-50,7
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IVV. Propriétés pharmacologiques de Nigella Sativa L

Durant les 20 derniéres années, de plusieurs recherches ont été menées sur les effets de
Nigella sativa L notamment les effets dus aux huiles et leurs composants majeurs

principalement la thymoquinone .

IV.1.L’Activité antioxydant

* Etude in vitro

De nombreuses recherches se sont intéressees a 1’activité antioxydante de I’huile volatile
des graines de Nigella sativa L et de ses composants principaux le thymoquinone, le
carvacrol, le t-anéthol et le 4-terpinéol qui ont le pouvoir de neutraliser les espéces réactives
de I'oxygeéne (ERO) et les radicaux hydroxyles pendant la peroxydation lipidique non
enzymatique [33,39].

L’activité hepatoprotectrice de la thymoquinone est caractérisée par une diminution des
taux d’alanine amino-transférase (ALAT) et de phosphatase alcaline (PAL) sur des
hépatocytes isolés oxydés par de I’hydroperoxyde de tert-butyle [40]. Ainsi que I’huile fixe et
ses fractions (lipides neutres, glycolipides et phospholipides) ont indiqué une activité
antioxydante vis-a-vis des deux radicaux libres stables : le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) et le glavinoxyl. Cette activité antioxydante est corrélée a la teneur en acides gras
polyinsaturés, en composés insaponifiables et en phospholipides.

Aussi les extraits éthanolique et aqueux des graines de Nigella sativa délipidées présente

une activité anti-oxydante importante. [41].
* Etude in vivo

Des études ont montré que I’administration de 1’huile de Nigella sativa et de la
thymoquinone présente une activité protectrice vis-a-vis I’hyperhomocystéinémie induite par
la méthionine, par ’empéchement de 1’accumulation de 1’homocystéine qui est 1’une des
causes de stress oxydatif, en plus elle joue un réle protecteur contre la peroxydation lipidique

et les changements du statut oxydatif [42].




Chapitre | Nigella Sativa L

D’autres recherches ont établi que le prétraitement des rats exposés a des radiations

ionisantes par 1’huile essentielle de Nigella sativa L provoquent une réduction significative

des marqueurs du stress oxydant (MDA, nitrate et nitrite) avec une augmentation considérable
du taux des antioxydants non enzymatiques (acide ascorbique, rétinol, GSH) [43].

En effet, le traitement avec I’huile de Nigella sativa L des rats soumis a un régime
alimentaire infecté par [D’aflatoxine présente une protection importante contre
I’hépatonephrotoxicité et les endommagements oxydatifs (réduction des taux de la GPx, la
SOD, augmentation de la peroxydation lipidique et des altérations de 1’ADN) induits durant
I’aflatoxicose. Cet effet protecteur de I’huile de Nigella sativa est probablement attribué a leur

activité anti-radicale [9].

IV.2. Activité antibactériennes

L’huile de Nigella sativa L possede une activité antibactérienne importante, il inhibe la
croissance des bactéries Gram positif et Gram negatif. En effet, il a été rapporté que 1’huile
fixe posséde un grand pouvoir inhibiteur supérieur & celui de gentamicine sur vingtaine de
souches de Listeria monocytogene [44,45].

L’huile fixe présente une activité antifongique, notamment sur Aspergillus niger [46].
D’autres études ont montré que I’extrait étherique et la thymoquinone exerce une activité
inhibitrice sur huit especes de dermatophytes [47].

En plus des activités antibactériennes et antifongiques, I’huile de Nigella sativa L possede un

effet antiviral vis-a-vis de virus de I’herpés : cytomégalo virus murin (MCMV) [48].

IV.3. Activité anti-inflammatoire et analgésique

Des recherches ont étudié 1’activité anti-inflammatoire et analgésique des extraits ou des
composés de Nigella sativa, les résultats ont montré que I’huile fixe possede une action
importante «action antinociceptive», cette activité est due a la présence d’un principe opioide.
Cette action est antagonisée par la naloxone [8,49]. Cette huile présente un effet dépresseur
significatif sur le SNC par 1’activation indirecte des récepteurs superspinaux oc1 et kappa. En
effet, la thymoquinone s’est avérée étre un puissant inhibiteur du thromboxane B2 et des

leucotrienes B4 par I’inhibition respective des cyclo-oxygenase et lipo-oxygenase [50,51].
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La thymoquinone et I’huile fixe ont empéché la cyclo-oxygenase (COX) et la 5-lipo-
oxygénase (5-LO), I’inhibition de la production d’eicosanoide, et la peroxydation lipidique

est plus importante avec I’huile fixe qu’avec la thymoquinone[52].

IV.4. Activité antidiabétique

Plusieurs recherches ont étudié les effets de Nigella sativa L sur quelques complications
du diabéte expérimental induit chez les animaux [53]. L huile essentielle administrée par voie
intra péritonéale a diminué la glycémie a jeun chez les animaux normo et hyper glycémiques.
En paralléle, I’insulinémie n’ayant pas été affectée par les traitements. L’effet hypoglycémiant
observé se manifeste selon un mécanisme non encore identifié et n’impliquant pas 1’insuline
[54].

Le traitement des rats avec I’extrait de Nigella sativa L seul ou associé avec les
hormones thyroidiennes humaines a indiqué une augmentation de la production d’insuline par
les cellules B du pancréas. D’autres études ont montré que le traitement des rats diabétiques
avec ’extrait brut et I’huile commerciale provoque une réduction importante de la glycémie
.Le mécanisme d’action impliqué n’est pas reli¢ a I’inhibition de 1’absorption intestinale du
glucose ni a la stimulation de I’insulinosecrétion, mais il est probablement di a 1’inhibition

des enzymes de la néoglucogenése hépatique [55 ,56].
IV. 5.Activité antitumorale

L’extrait de Nigella sativa L diminue le diaméetre des tumeurs induites par des substances
chimiques carcinogenes. Des chercheurs ont déterminé que Nigella sativa L possede un effet
antitumoral envers plusieurs types de cellules malignes. Cette action est due a une inhibition
de I’incorporation de thymidine au niveau de I’ADN[57]. Aussi L’extrait d’acétate d’éthyle de
Nligella  sativa L agit contre la prolifération chez différentes lignées cellulaires

cancéreuses[58].
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IV.6.Activité hépato-protecteur

L’activité hepato-protecteur de I’huile de Nigella sativa L et celui de la thymoquinone
plusieurs études ont indiqué que Nigella sativa L diminuait la peroxydation lipidique induite
et augmentait la capacité anti-oxydante du foie chez les Lapins.

La thymoquinone (1mM) testée sur des hépatocytes isolés réduit le largage des enzymes
cytosoliques des hépatocytes : I’alanine transaminase (ALT) et I’aspartate transaminase
(AST), apres 1’exposition des hépatocytes au tertbutyl hydroperoxyde (TBHP) [59].

1VV.6. Activité sur les reins

La Nigella Sativa L avec ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires lutte
efficacement contre les Iésions rénales. La thymoquinone a eu les meilleurs résultats, ce sont
ses propriétés inhibitrices de la peroxydation lipidique microsomale et stimulante des
polynucléaires qui protégent contre les actions des radicaux libres. Son effet
Anti-inflammatoire qui se manifeste par ’inhibition des COX et de la LOX, lutte également

contre 1’état inflammatoire induit au niveau du rein. [60].
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I. Introduction

La toxicologie est reconnue comme étant la science des poisons. Elle étudie les
propriétés des substances chimiques, leur effet nocif sur les organismes vivants et leur mode
d’action. Un poison, ou toxique, est une substance capable de modifier le fonctionnement
normal d’un organisme Vvivant. Pouvant aller jusqu’a la mort Il peut étre d’une source
naturelle, artificielle, de nature chimique ou biologique.

Dans le cas d’une exposition de ’organisme a un produit toxique ; le produit peut agir
au point de contact (effet local) ou pénétrer dans 1’organisme (effet systémique). Plusieurs des
xenobiotiques exercent leurs toxicités aprés pénétration dans 1’organisme qui se fait par
I’absorption pour atteindre la circulation sanguine apres avoir traversé les membranes. Les

principales voies de pénétration ; la voie respiratoire, la voie cutanée et la voie orale. [61,62].

Il. L’effet toxique

Cet effet est le résultat d'un processus souvent complexe suite a une interaction entre le
toxique et ’organisme. Il est li¢ a la voie d’absorption, a la gravité au temps d’apparition, et
au type des lésions, il entraine une série des réactions physiologiques et métaboliques.

Les effets des xénobiotiques sur la santé peuvent étre réversibles ou temporaires lorsqu’ils
disparaissent aprés cessation de I’exposition a la substance ou irréversibles (Permanents)
lorsqu’ils persistent ou s’intensifient apres arrét de 1’exposition.

Un effet aigu se fait sentir dans un temps relativement court (minutes, heures, jours)

Un effet chronique ne se manifeste qu’aprés un temps d’exposition relativement long et de
facon permanente (semaines, mois, années).

Un effet morphologique aboutit & un changement de la morphologie d’un tissu visible en
microscopie optique ou électronique

Un effet fonctionnel détermine un changement dans les fonctions d’un organe (foie, rein).

[62].
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1. Les types de la toxicite
On distingue classiqguement 3 formes de toxicité : la toxicité aigué, la toxicité a court terme
(subaigué et subchronique) et la toxicité a long terme (chronique).

La toxicité aigué : est une toxicité résultant de 1’administration unique d’un xénobiotique
correspond habituellement & ce qu’on appelle la dose 1étale 50 (DL 50 dose létale, ou dose
provoquant la mort de 50% des animaux exposes).

La toxicité chronique : D’administration d’une faible dose répéte (prolongé) d’un
xénobiotique dont les effets néfastes ne se feront sentir que quelques mois a quelques années
voir dizaines d’années plus tard.

La toxicité subaigie : A la différence de la toxicité aigué elle permet d’identifier et donc de
prévoir les organes cibles sur lesquels un xénobiotique exercera également une action en cas

d’intoxication chronique. [61 ,62].

IV. La toxicocinetique

Le parcours d’un xénobiotique dans I’organisme se schématise par quatre étapes
majeures :
La premiere est 1’absorption, c’est-a-dire le passage du milieu extérieur vers le milieu
intérieur. Le second est la distribution du composé dans les différents compartiments de
I’organisme, les compartiments se traduisant par un ou plusieurs sites de stockage, des
organes ou des tissus cibles, et la troisieme étape concernant les sites de biotransformation
de la substance absorbée finalement, 1’étape d’élimination consiste a rejeter dans le milieu

extérieur [63].
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IV.1.L’absorption

On appelle absorption le processus de pénétration d’un produit dans 1’organisme.

Plusieurs facteurs influencent le processus d’absorption: sa nature, sa solubilité, la
perméabilité des tissus biologiques au point de contact, la durée et la fréquence de

I’exposition.
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1VV.2.La distribution

C’est le processus dans lequel une substance absorbée se répartit dans les différents
organes et tissus. Certaines barriéres membranaires sont moins perméables que d’autres, les

mécanismes de diffusion dépendent des caractéristiques physico-chimiques du xénobiotique.
IV.3.La biotransformation

Pendant ou apres son transport dans le sang, le toxique peut entrer en contact avec
différentes cellules de 1’organisme qui ont la capacité de le transformer. Les réactions de la
transformation métabolique sont appelées biotransformation, les produits de la
biotransformation sont appelés métabolites en résultant un produit moins toxique
(détoxification) ou plus toxique (activation).

La biotransformation des toxiques est surtout effectuée par le foie qui contient une
multitude d’enzymes. Il enrichit le sang d’éléments nutritifs et le purifie en concentrant et en
¢liminant beaucoup de substances. D’autres organes tels que les poumons et les reins peuvent

aussi transformer des toxiques.

IV.4.L’excrétion
Ce processus permet de rejeter le produit inchangé ou ses métabolites a I’extérieur de
I’organisme. L’excrétion peut se faire par voie rénale (I’urine), gastro-intestinale (les selles),

pulmonaire (I’air expiré), cutanée (la sueur) ou lactée (le lait).

V. Lesorganes cibles

Les toxiques ne produisent pas des effets de méme intensité sur tous les organes ou les
tissus. Ils s’attaquent a des organes en particulier, les organes cibles, pour des raisons qui ne
sont pas toujours comprises. Il peut y avoir plusieurs raisons, dont une sensibilité plus grande
de ces organes, une concentration plus élevée du toxique et/ou de ses métabolites. Par
exemple, le foie est un organe cible pour le chlorure de vinyle [64].
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V.1. Description des manifestations par le systéeme biologique
et les organes cibles

V.1.1.L’hépatotoxicité :

C’est I’atteinte du foie. Le foie est un organe principal, tout comme le cceur et les
poumons. Il remplit de multiples fonctions. Il a un réle tres important dans le maintien de
I’équilibre général. Il participe a la digestion, a I’emmagasinage des aliments ainsi qu’a la
détoxication, en aidant 1’organisme a se dégager de ses poisons. Il a un réle important dans la
transformation des substances circulant dans le sang, dont les substances toxiques qui y sont
transportées et qui dans plusieurs cas peuvent y étre neutralisées. C’est une cible pour de
nombreux toxiques & cause de son important débit sanguin et de sa situation par rapport a la
circulation sanguine (ex. : le tétrachlorure de carbone, le diméthylformamide, 1’ingestion

chronique abusive d’alcool éthylique) [65].
V.1.2.La néphrotoxicité

C’est un effet toxique sur le rein. Le rein est ’organe d’¢limination responsable de la
sécrétion de 1’urine. Il joue un réle dans la régulation de 1I’équilibre des liquides du corps et
contribue a débarrasser le sang de ses impuretés, et notamment de certains toxiques

(ex. : le cadmium, le chloroforme) [65].

VI. Détermination des parameétres biochimiques

L'identification du toxique par l'analyse biochimique est certes une composante
fondamentale du raisonnement toxicologique, les examens nécessaires sont; I’examen
clinique complet, I’¢électrocardiogramme et examens biologiques de routine constitue la clé¢ de
volte du raisonnement. La démarche pragmatique doit conduire a limiter les examens
toxicologiques a un minimum orienté, pertinent et rentable qui incluent les parametres
biochimiques de base ; le bilan hépatique (ASAT, ALAT et PAL), le bilan rénale (Urée et
Créatinine) et le bilan lipidique (Triglycéride et Cholestérol) [64].
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Matériels et méthodes

Matériels

I.1. Matériels biologiques

I.1.1. Les rats

Notre expérience a été réalisé sur 18 rats males wister albinos a I’Age de 6 semaines, de poids
environ de 100 -180g Produit par élevage au niveau de I’animalerie de la faculté des sciences

de la Nature et de la Vie de I'université des Fréres Mentouri Constantine (Figure 6).
Le choix de ce modéle animal a été fait pour les raisons suivantes :

e Les rats sont des animaux dociles et facile a manipuler.
e lls sont peu agressifs.
e s sont les modéles d’animaux le mieux adaptés et le plus utilises dans des études

similaires citées par la littérature.

- Ces animaux ont été repartis selon 1’homogenéité de leurs poids, leurs &gesen 3 lots

expérimentaux de 6 rats dans chacun.

- ils sont mis dans des cages propres et stériles en polypropyléne équipées d’un couvercle,

un mangeoire ou nous posons la bouteille d’eau et I’alimentation. Elles sont munies d’un
porte étiquette pour mentionné le nom du lot, le traitement et les dates d’expérimentation.
Ces cages sont placés dans des chambres spéciales qui respecte les conditions expérimentale
de température (environ 20 a 23°C) et de lumiere car les rats sont sensibles aux

variations thermiques et a la lumiére trop vive pour les variétés albinos.

- les rats de tous les lots de I’expérience ont été marqués par des marqueurs colorés chaque
jour pour leurs identifications.
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- ils subissent une période d’adaptation de 15 jours avant I’administration du traitement qui
varie d’un lot @ ’autre (4 a 6 semaines). lls ont un acces libre a ’eau et a 1’aliment standard
fourni par I’Office National des Aliments du Bétail (ONAB) de Bejaia.

- Les cages sont nettoyées quotidiennement pour assurer la propreté des rats qui est

nécessaire a leur survie.

Figure 6 : Model des animaux de I’expérience

1.1.1.1. L’alimentation standard et la composition

L’alimentation standard de la composition est 15% de protéine 25% de matiere grasse,
cellulose, magnésium, calcium phosphore, vitamines A, D3, E, oligo-éléments (fer, cuivre,

sélénium, zinc, cobalt, iode, et manganese).

1.2. Le matériel végetal

1.2.1. Les graines de Nigella Sativa L

Les graines de Nigella sativa L sont locales, cultivées et récoltées dans la Wilaya de Bechar
au cours de ’année de 2013. Les graines sont nettoyées des débris végétaux et stockées a

I’obscurité et a 4°C jusqu'a leur utilisation.
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1.3. Les produits chimiques

Nous avons utilisé dans notre expérience : I’¢thanol, méthanol, chloroforme, formol, hexane,

le diméthyle-sulfodrique , hexane ,I’acétone .

Il .1. Extraction et caractérisation de I’huile de Nigella sativa L

L’extraction et le fractionnement de I’huile totale ont été réalisés selon le protocole de

Ramadan et Morsel [34] avec des modifications.

I1.1. 1. Obtention de I’extrait méthanolique par soxhlet

Les graines de Nigella sativa préalablement nettoyées puis broyées. La poudre obtenue, est
soumise a une extraction par soxhlet (extraction a chaud), en utilisant le méthanol comme
solvant, pendant 2 heures. Le méthanol est éliminé par évaporation sous pression réduite a
40°C en utilisant un rota vapeur (BUCHI). Cette opération a permit ainsi d’obtenir un extrait
caractérisé par une couleur verte foncée, qui est considéré comme étant 1’extrait

méthanoligue.

I1.1. 2. Extraction de I’huile totale a froid

L’extrait méthanolique a été mélangé dans une ampoule a décanter avec I’hexane (200ml).
Aprés agitation, deux phases ont été obtenues, une phase methanolique plus dense qui
apparait au-dessous, et une phase hexanique, contenant les lipides. Cette phase a été récupérée
et I’hexane a été par la suite évaporé a 40°C. L’extrait résultant est considéré comme étant

I’huile totale des graines de Nigella sativa caractérisée par une couleur verdatre (Figure 7).

11.1.3. Fractionnement de I’huile de Nigella sativa L

Le fractionnement de I’huile totale des graines de Nigella sativa a été realisé par
chromatographie sur colonne (CC). La colonne utiliseée est de 30 cm de hauteur et de 20 mm
de diameétre. La phase stationnaire est constituée de gel de silice 60G (70-230 Mesh ; 0,063-

0,2 mm). L’¢élution des différentes fractions a été réalisé selon un ordre croissant de polarité.
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La phase mobile: 100% chloroforme suivie par 100 % Acétone et finalement 100% méthanol.
Les solvants sont éliminés par évaporation sous pression réduite a 40°C en utilisant un rota

vapeur (BUCHI) pour récupérer les différentes fractions.

[ 27 g de poudre des graines de Nigella sativa ]
[ Extrait Méthanolique ]
l L'huile totale de NS ] [ Extrait Méthanolique délipidé ]

Figure 7 : Etapes de I’extraction de I’huile totale a partir des graines de Nigella sativa L.
I1.2. Le traitement des animaux

Apres la période d’adaptation, les trois lots regoivent un traitement précis d’huile totale (HT),
et de la fraction neutre (FN). Ces traitements ont été administrés par la voie orale (per 0s) a
I’aide d’une sonde spécifique fixée sur une seringue, le troisieme lot reste comme un lot

contréle (témoin).
Les lots expérimentaux avec les traitements

e LOT 01 : groupe de contrél (Témoin), les rats ne regoivent que 1’eau potable et de la
nourriture simple.

e LOT 02: les rats recoivent une dose de 400 mg /kg d’huile totale (HT) avec une
simple nourriture et de I’eau potable pendant 4 semaines.

e LOT 03: ce groupe des rats recoit 300 mg /kg de la fraction neutre et une nourriture

simple et de 1’eau potable pendant 4 semaines




Chapitre 111 Materiels Et Méthodes

Tous les lots recoivent quotidiennement la quantité de 150 g d’aliment et de 700 ml d’cau
potable.

Les cages doivent étre nettoyées et stérilisées chaque jour pendant I’expérience.

Les animaux ont été régulierement pesés chaque jour, a la méme heure et depuis le début des
traitements jusqu’a la fin des expériences et leurs cages aussi doivent étre nettoyées et

stérilisées quotidiennement toute la période de 1’expérience.

Egalement pour suivre I’évolution du poids en fonction de 1’alimentation, la quantité de
I’aliment consommé est enregistrée quotidiennement et la moyenne de I’aliment consommé

est calculée chaque fin de semaine.

Figure 8 : Le gavage des rats
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11.3.La préparation de I’animal

Le dernier jour du traitement, I’alimentation et I’eau sont enlevées et les rats doivent étre a

jeun le jour ou ils sont sacrifiés.

Ils sont anesthésiés par le chloroforme par inhalation pendant 2 a 3 minutes sous une coche

expérimentale pour rongeur du laboratoire hermétiquement fermé (Figure 9).

Figure 9: [D’anesthésie des rats

11.4. Le prélévement sanguin

Nous avons choisis le prélévement oculaire pour la récupération du sang des rats.

Ce type de prélevement concerne essentiellement les prélevements conjonctivaux
preopératoire, il sera effectué au niveau de I’angle interne de I’ceil de 1’animal anesthésié a

I’aide des petits tubes capillaires et stériles Figure (10a).

Les échantillons sanguins de chaque rat sont recueillis dans des tubes héparinés étiquetés,
puis ils sont centrifugés a vitesse de 3000 tour/minute pendent 15 minutes (figure 10 b, c). Le

sérum obtenu est séparé en plusieurs aliquotes, dans des tubes eppendorf marqués
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Figure (D, E) avant leurs conservations a une température de - 20°C jusqu'a leurs utilisations
pour le dosage des parametres biochimiques (bilan rénal, bilan hépatique et bilan lipidique).

Figure 10 : Les étapes de la récupération du sérum




Chapitre 111 Materiels Et Méthodes

I11.5.La dissection des animaux

Le rat est posé sur sa face dorsale contre le liege, les membres sont étirés et fixés en extension
par des épingles piquées dans les mains et les pieds. Avec les ciseaux on coupe de haut en
bas, et au niveau des bras et des jambes latéralement et on souléve la peau avec les pinces.
(Figure 10 a)

Sous la peau on rencontre une deuxieme « enveloppe » constituée de muscles (figurel0 b), en
coupe les muscles minces de la poitrine et du ventre, la coupure doit étre latérale au centre et

pas trop profonde pour conserver les organes (Figure 10c).

Apres I’ouverture abdominale et longitudinale du rat, on préléve les organes nécessaires pour

notre étude qui sont le foie et les reins (Figure 10d ;e)

Figure 11 : la dissection et la récupération des organes
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11.6.Dosage des parameétres biochimiques

Les bilans lipidiques, rénal et hépatique sont réalises a 1’aide d’un appareil spécifique appelé

I’automate

11.6.1. la glycémie

C’est le taux du glucose dans le sang mesuré en général en g/l, il est déterminé in vitro a
I’aide d’un  appareil appelé « le glycometre » qui utilise pour suive des bandelettes réactives
contenant un enzyme appelée GLUCOSE-OXYDASE qui permet 1’oxydation du glucose dans

le sang et la production de I’acide D gluconique et le peroxyde d’hydrogéne.

11.6.2 L’urée

Il s’agit de la détermination du taux d’urée. Elle est réalisée par une méthode enzymatique
par laquelle 1’uréase entre dans la réaction  conduit a la formation d’un complexe vert a
partir de la réaction des ions d’ammonium avec le salicylate et I’hypochlorite de sodium
[66].

Urée + H,O uréase . (NHy),+ CO,

NH, +Salicylate + NaClO NURRUSIE  hqonhénol

11.6.3.La créatinine

La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour produire un complexe coloré, déterminé dans
une période de temps précis est proportionnel a la concentration de la créatinine dans
I’échantillon [67].
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11.6.4.Le cholestérol

Le principe est base sur la mesure de cholestérol présent dans 1’échantillon qui forme un
complexe coloré a 1’aide des enzymes, le cholestérol estérase, le cholestérol oxydase et la

peroxydase comme il est décrit dans cette réaction [68].

Cholestérol esters + H ,0 _SMotesterolesterase  ~ Cholestérol + acide gras

Cholestérol + O, Cholestérol oxydase , Cholestérol-4-one + 2H,0,

2H,0, + Phénol + 4-Aminophenazone P&®¥®  Quinonimine + 4H,0

11.6.5.Les triglycérides

Les triglycérides présents dans 1’échantillon forment un complexe coloré résultant d’une série
de réactions enzymatiques, 1‘intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration des

triglycérides dans 1’échantillon. [69].

Triglycéride + Hy0, =20 108 ey Glycérol + acide gras libres

Glycérol + ATP Glycerol KinSe ey Glycérol 3-phosphate + ATP

Glycérol 3-phosphate=—ey——=haialodss » DAP + H,0,

2H,0, + P-Chlorophénol + 4-Aminophenazone Pemxyiase Quinone + H,0,
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11.6.6. L aspartate aminotransferase ASAT / GOT

L’aspartate aminotransferase (ASAT) nommé aussi oxaloacetate de glutamate (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe amine a partir de l'aspartate au o-cetoglutarate
formant le glutamate et l'oxaloacetate. L'oxaloacetate est réduit en malate par la malate
déshydrogénases (MDH) et le NADH, H+ comme sulit :

Aspartate + o-cétoglutarate —-==——  Glutamat + oxalocétate

Oxalocétate + NADH+H"* Mo, Malate + NAD

L’activité de 1’aspartate aminotransferase est proportionnelle au taux de diminution de la

concentration en NADH dans 1’échantillon [70].

11.6.7.L’alanine aminotransferase ALAT/GPT

Le principe est présenté selon le schéma réactionnel suivant :

ALT

a-cétoglutarate + L-alanine Glutamate + pyruvate

_—

Pyruvate +NADH + H* . . L-lactate + NAD'
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La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a 1’activité

enzymatique d’alanine aminotransferase dans 1’échantillon [71].

11.6.8. la phosphatase alcaline PAL

La phosphatase alcaline (PAL) & PH 10.4 catalyse 1’ hydrolyse de p-nitrophenyl
phosphate pour produire le p-nitrophenol et le phosphate. La formation de pnitrophenol est

mesurée par spectrophotométrie, ou elle est proportionnelle a ’activité

Catalytique de la phosphatase alcaline dans 1’échantillon [72].

P-Nitrophenylphosphate + H,O__pa., P-Nitrophenol + phosphate
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11.7. Etude histologique

Prélevements des pieces

Les organes (foie et reins) ont été préleves, on les met séparément dans des boites de pétri afin
de les laver plusieurs fois par de 1’eau physiologique a 9 %o (Figure 12a), puis on retire tous
les tissus adipeux adjacents et les éléments sanguins (Figure 12b) puis on les pése (figure

12c¢), ensuite on coupe chaque organe en petits morceaux.

(B)

*. (©)
~

Figure 12 : Le prélévement des pieces
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» Examen apres prélevements

*  Fixation des pieces

Il s’agit de conserver les éléments histologiques pour respecter la structure tissulaire. Les
liquides fixateurs sont trés nombreux, nous avons utilisé le formol & 10% qui agit par

coagulation ménagée du cytoplasme cellulaire et du noyau de leurs constituants (Figure 13).

Pour la réussite de la technique histologique le temps de la fixation est tres important, elle

doit étre realisée rapidement apres la décapitation des rats et prélevements des organes.

Nous avons retiré les pieces d’organes du formol aprés une période de fixation puis on rince

avec |’eau distillée.
On fait des coupes transversales par 1’anatomopathologiste.

Ensuite on place les échantillons dans des cassettes spéciales a parois trouées afin de
permettre le passage des liquides au cours des manipulations qui suivent

Figure 13 : La fixation des pieces
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* Deshydratation

Les échantillons doivent étre complétement déshydratés avant 1’inclusion dans la paraffine car
la paraffine n’est pas miscible a I’eau.

Puis ils sont immergé les dans des bains d’éthanol a concentration croissante (70, 95 et 100
%) par I’automate, puis dans des bains de xylene qui constitue un agent éclaircissant donnant
au tissu une certaine transparence. Ensuite, on met a I’étuve ce qui va permettre au xyléne de
s’évaporer des pieces anatomiques. Cette étape est réalisée par un appareil appelé le
circulateur.

* Inclusion et réalisation des blocs

Lorsque les échantillons sont complétement deshydratés et ne contiennent plus de solvant
intermédiaire Nous laissons les pieces plonger (2 heures) dans des bains de paraffine liquide
fondue a 60° C. Apres, ils sont placés dans des moules appelés les barres de Leuckart, puis
sont remplis de paraffine.Cette opération fait appel a des appareils « dits & inclusion >
renfermant un réservoir de paraffine maintenue a 1’état liquide par un systéme de chauffage,
un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour aboutir a une solidification rapide (10

a 15 min) du bloc de paraffine contenant le tissu.

*  Confection des coupes

Les blocs de paraffine ont été coupés au microtome de 4 & 5 um.

IIs sont étalés sur des lames porte-objet, puis déplisses et fixés par une eau gélatineuse
chauffera 40 °C.

Les lames sont marquées au nom des différents lots a I’aide d’un crayon d’argent, ensuite

séchees dans une étuve a 100 °C pendant 1 heure.
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* Coloration et montage

Il existe plusieurs méthodes de coloration qui varient en fonction des tissus. La méthode de
I’Hématéine-Eosine (HE) est la plus utilisée, cette étape est effectuée dans le laboratoire

d’anatomie pathologique, CHU de Sétif. La coloration est faite selon les étapes suivantes :

-Déparaffiner les échantillons et faire déposer les coupes dans un bain de xylene pendant 10
minutes.La réhydratation des coupes se fait par le passage dans un bain d’éthanol pendant 10

minutes puis hydrater les lames par I’eau du robinet.

-Immerger les coupes dans un bain d’Hématéine (10 minutes) qui colore en bleu les structures

basophiles (noyaux cellulaires), puis rincé a 1’eau courante.

Le deuxiéme colorant utilisé est 1’éosine qui colore en rose les structures acidophiles

(cytoplasmes cellulaires). Rincer a I’eau courante.

Le montage consiste a fixer une lamelle en verre sur les coupes histologiques.
Coloration a pour but :

La protection mécanique des coupes.

La protection chimique des colorants.

Sécher les lames puis observer au microscope optique ¢quipé d’un appareil photographique.
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Circulateur Appareil a inclusion

Moule Leukart Réalisation d'un bloc Plaque réfrigérée

- l ~
Bacs de coloration Lame colorée

Figure 14 : matériels et technique utilisé dans les coupe histologique
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I1l.  Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne + SD et
moyenne = SEM respectivement. La différence entre le controle et les différents groupes, est
déterminée par le ANOVA univariée suivie du test de Dunnett/Tukey pour les comparaisons
multiples et la détermination des taux de signification par le logiciel (Graph Pad. Prism. V

5.00). Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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Les résultats et discussion

|I. Caractérisation de I’huile de Nigella sativa L

> Rendement de P’extraction

Dans la littérature, les graines de Nigella sativa L renferment des taux elevées en huile
totale, compris entre 39.7 et 52.% (Ashraf et al, 2006; Ramadan et Morsel, 2002) [34 ,73].
Cette variation dans la teneur en huile des graines est due a plusieurs facteurs tels que le
environnement (Cheihk-Rouhouet al.,2007)[35], la méthode d’extraction
(Atta,2003,RamadanetMorsel, 2002) [34,74]. et I’espéce utilisée (KokdiletHilmaz,2005) [75].
Dans ce travail, le rendement de I’extraction de I’huile totale, a été estimé a 25.45 + 3.5%

(Tableau 5).

La chromatographie sur colonne a permit d’extraire 1’huile neutre totale (95.30 = 0.6 %) et
la fraction polaire totale a un taux de 4.70 £ 0.40 % (Tableau 5). L’huile totale est constituée
de deux fractions majeures; la fraction neutre (apolaire), qui est la plus importante présentant

environ 97%, et la fraction polaire qui ne présente que 3% de I’huile.

Nos résultats sont semblables aux résultats trouvés par Ramadan et Morsel (2002) [34]. qui
ont obtenu 3-4% de la fraction polaire et 96-97% de la fraction neutre. Cette ressemblance

des résultats est due a la I’utilisation du méme procédé d’extraction.

Tableau 5 : le rendement de 1’extraction de ’huile totale.

Fractions Rendement d’extraction %
L’huile totale 2545+ 35%
La fraction a polaire (neutre) 95.30+ 0.6 %

La fraction polaire 470+ 0.40 %
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Il. Les résultats de la variation du poids

» Influence du traitement sur le poids corporels des rats
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Figure 15: Effet du traitement sur le poids des rats

les résultats obtenus de la variation du poids corporel des groupes des rats etudiés rats
normaux, rats traités par huile total de Nigella sativa L et rats traités par la fraction neutre de
I’huile aprés un traitement quotidien de 28 jours avec des doses de 400mg/ml et 300 mg/mi

respectivement avec d’eau distillée.

Les résultats obtenus montrent que le groupe témoin subit une augmentation du pois
pendant la période du traitement de 40,6 g, tandis que les autres groupes traités par HT et FN
montrent une augmentation presque identique pendant la méme période du traitement de
23,23 g et 23,15 respectivement, mais cette augmentation est faible par rapport au groupe
témoin, ce qui indique que la consommation de huile de la plante a une influence sur le poids

des rats, mais cette influence n’a aucune corrélation avec la toxicité de la plante, puisque
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aucun des signes physiques ou comportementaux de toxicité comme la sommeil,
I'nyperactivité, lI'agitation, une male respiratoire ou des convulsions pourraient étre signalé.
Ces résultats sont comparable a celles des travaux de (Le et al., 2004) [76]. qui ont été

réalisés sur

un modele des rats et avec I’extrait ethérique de cette plante, aussi bien le travail de
(Mohammad Aziz Dollah et al., 2013) [77]. est confirmé ces résultats avec une étude

experimental sur des rats (Figure 17) .

» Influence du traitement sur le poids des organes
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Figure 16 : Effet du traitement sur le poids des organes

Concernant, I’influence de HT et FN sur le poids du foie et des reins, notre résultats
montrent qu’il ya une augmentation légere du poids des reins et du foie pour le groupe traité
avec HT par rapport au control, mais cette augmentation n’est pas significative. Pour le
groupe traité par FN, les valeurs trouvées sont presque comparable a celle du control; ce qui
montre que la FN n’exerce aucun influence sur le poids de ces organes. Ces résultats
confirment les résultats de (Nada Mahdi Al-Khafaji, 2013) [78]. qui ont effectué une étude

sur I’huile de N. sative.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dollah%20MA%5Bauth%5D
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I1l. Les résultats des parameétres biochimiques

Tableau 6 : Représente les résultats de dosage biochimique

Biochemical
Parameters Control TO NLF
ASAT 138 +16,36 160,66 + 22,48 141 + 26,62
ALAT 61 £5,47 72,34 £9,72 56,16+ 12,38
PAL 194,83 + 28,43 257,6 6 £ 27,74 230,67 + 22,73
GLY 0,83+0,12 1,0+0,16 0,86 +0,19
CHOL 0,67 +0,06 0,9+£0,07 0,77+0,18
TRIG 0,65+ 0,09 0,81 +0,09 0,75+ 0,11
Uree 0,45+ 0,25 0,55+0,13 0,49+0,11
Creatinine 6,15 + 0,84 781+05 6,53 £ 0,69

» Influence du traitement sur les parameétres biochimiques

Dans le but d’ exploiter la toxicité des extraits des graines de Nigella sativa L le dosage des
marqueurs d’intégrité hépatique (ASAT, ALAT, PAL), rénale (Urée, Créatinine) et lipidique
(cholestérol, Triglycéride) ont été réalisés, ainsi que une étude histologique est réalisée sur
des coupes histologiques du foie et des reins a la fin de I’expérience, sur les rats, traités avec
I’huile total et la fraction neutre des graines de Nigella sativa,L ses traitements révelent une

absence de toxicité dans le foie et les reins (Figure 16) .
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Figure 17: Effet du traitement sur le bilan hépatique

Les résultats montrent que les marqueurs hépatiques révelent, d’'une maniere générale, que
les différents traitements ne présentent, apriori, aucun effet toxique. En effet, la concentration
de ’ALAT, ASAT, et PAL ne présentent aucun changement significatif dans les groupes

traités par I’huile total et la fraction neutre par rapport au groupe témoin.
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Figure 18 : Effet du traitement sur le bilan rénal
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Pour le bilan rénal, on note qu’il n y a pas une différence significative dans le taux de 1’urée
et la créatinine entre les différents groupes traités en comparant avec le groupe témoin
(Figure 17)
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Figure 19 : Effet du traitement sur le bilan lipidique Figure 20 : Effet du traitement sur la glycémie

Nous avons estimé le changement dans le bilan lipidique (Cholestérol, Triglycéride) et le
changement dans la glycémie, les résultats trouvés indiquent que le taux du Chol, Trig et
glucose ne signale pas la présence d’un changement significatif entre les groupes étudiés (HT
et FN) par rapport au groupe témoin (Figure 18, 19).

D’aprés les résultats des dosages des parameétres biochimiques, nous avons estimé que
I’huile total et la fraction neutre des graine de Nigella sativa L avec des concentrations de 400
mg/kg/jours et 300 mg/kg/jours pendant une période de 28 jours ne présentent aucune toxicité
sur le foie et les reins, ces résultats sont comparable aux résultats trouvées par sobhi et ces
collaborateurs avec les mémes fractions in vivo, sur un modele animale et in vitro sur des
tranche du foies (Widad et al.,2012) [59]. aussi bien d’autre étude sur la toxicité des graines
de cette plante a ¢ét¢é montré I’absence de la toxicité sur le foie et les reins des rats, par
I’évaluation des paramétres biochimique et 1’hépato-toxicité (Mohammad Aziz Dollah et al.,
2013) [77].
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: - Fraction neutre /

IV. Résulta des coupe histologique

Les résultats de 1’analyse histo-pathologique du foie et des reins sont présentés sur la
figure. Comme les résultats du dosage des marqueurs hépatiques, qui n’ont révélé aucune
toxicité apparente, 1’analyse histo-pathologique, montre que ces traitements ne causent

aucunes lésions hépatiques et rénal (Figure 20, 21).

Control Huile total

Figure 21: coupes histologique du foie des différents groupes
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Le tissu hépatique des rats du groupe témoin présente un aspect normal, composé de
plusieurs lobules. Aussi bien, Les tissues rénales des groupes traités par huile total et fraction

neutre ne présentent aucun changement structurale.

Control L’huile total

N Fraction neutre

Figure 22 : coupes histologique des riens des différents groupes

Ce qui indique qu’il n ya pas un changement fonctionnel li¢ aux changements structurales.
Ces résultats concordent avec les résultats de Mohammad Aziz Dollah et ses collaboraprouvé
qui ont été prouvés que cette plante ne présente aucune toxicité hépatique ou rénale
(Mohammad Aziz Dollah et al., 2013) [77].




Conclusion

CONCLUSION

La présente étude a permet d’évaluer la toxicité de I’huile total et la fraction neutre des
graines de Nigella sativa L in vivo a partir d’'un modéle animale (rats albino wister), par
I’estimation des parameétres biochimique rénale, hépatique et lipidique dans le plasma et aussi
sur des coupes histologique du foie et des reins, Les résultats indiquent une absence de traces
majeures de toxicité hépatique et rénal et ce dans les conditions appliquées, c'est-a-dire,

quantité des extraits administrés et durée du test.

e Le traitement des rats par I’huile totale et la fraction neutre de Nigella sativa L
pendant un mois n’a aucun effet significatif sur le poids corporel des rats et le poids
du foie et des reins

e Les paramétres biochimiques du foie et des reins ne présentent aucun changement
significatif

e Au niveau histologique, il n y a pas des changements structurales au niveau de la

structure hépatique ou rénale.

A la lumiére de ces résultats on conclue que les deux extraits de Nigella sativa L (huile
totale, fraction neutre) ne présentent aucun signe de la toxicité sur le foie et les reins avec des
doses de 400 mg/kg pour HT et de 300 mg/kg (FN), mais on doit signaler que 1’huile total a
provoqué des changements plus que la fraction neutre, mais ces changement restent non
significatifs par rapport au control. Donc la recherche resté ouverte a une autre étude

approfondie devrait étre réalisée pour confirmer la toxicité des huiles de cette plante.
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Résumé:
L’objectif de notre travail est d’évaluer de la toxicité de 1’huile totale et la fraction neutre

des graines de Nigella sativa in vivo.

Dans une premiere étape nous avons procédé a extraire 1’huile total des graines de Nigella
sativa puis on a récupéré la fraction neutre de I’huile total a travers une petite colonne, les
deux extraits ont un rendement de 25.45 + 3.57 pour huile total, et 95.30 + 0.6% pour la

fraction neutre et de 4.70 + 0.407 de la fraction polaire.

Le test de la toxicité est réalisée in vivo sur un model de rats males wister albinos pendant
un mois et avec une dose de 400 mg/kg pour I’huile totale (HT) et de 300 mg/kg pour la
fraction neutre (FN) en comparaison avec un groupe témoin. Les analyses biochimiques ont
montré que les résultats des bilans hépatique, rénal et lipidique des groupes traités par HT et
FN par rapport sont comparable au groupe témoin. Ainsi que les coupes histologiques du foie

et des reins ne présentent aucun changement structural en comparant avec le témoin.

Les résultats indiquent une absence des signes majeurs de toxicité liée a cette plante dans

les conditions expérimentales appliquées ; quantité des extraits administres et durée du test.

Les mots clés : Nigella sativa, huile totale, fraction neutre, toxicité, parametres biochimique



Abstract

The aim of our study was to evaluate the toxicity of the total oil and the neutral fraction of
Nigella sativa L seeds in vivo.

In a first step we made the total extract oil from the seeds of Nigella sativa and then
recovered the neutral fraction of the total oil through a small column, the two extracts had a
yield of 25.45 + 3.5% for total oil and 95.30 + 0.6% for the neutral fraction and 4.70 + 0.40%
of the polar fraction.

The test of toxicity is performed in vivo on a model of male Wister albino rats for a month
and with a dose of 400 mg / kg for the total oil (TO) and 300 mg / kg for the neutral fraction
(NF) in comparison with a control group. The biochemical liver function parameters have
shown that the results of assessments liver, hepatic , renal, and lipid groups treated with TO
and NF compared to the control group. And the histological sections of liver and kidney slices
show no structural change comparing with the control.

The results indicate that no major signs of toxicity related to the plant in the testing

conditions; amount of administered extracts and test time.

Keywords: Nigella sativa L , total oil, neutral fraction, toxicity, biochemical parameters
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