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Résumé

Résumé

L’objectif de la présente étude est I'évaluatios effets antioxydants de 'huile de nigelle
(Nigella sativg et/ou de I'acide alpha lipoique dans la préventio stress oxydatif induit par le

chlorure d’aluminium (AIGJ) chez les rats wistar.

Afin de déterminer le pouvoir antioxydant de I'reuifle nigelle Nigella sativgd une étude
phytochimique préliminaire a été effectuée, initiggr une analyse quantitative des composés
phénoliques suivi par des tests antiradicalairess Kesultats ont montré la présence des taux
importants en polyphénols, en flavonoides et &mns$a Ce qui suggere que I'huile de nigelle
(Nigella sativg contient une teneur élevée en molécules antioxgda lls confirment également

gue I'huile de nigelle possede un pouvoir contaaibn superoxyde et le radical DPPH.

Notre étude expérimentale a été réalisée sur 836malkes répartis en deux groupes de 18 rats
chacun : groupe (A) témoin, groupe (B) traité phauile de nigelle (2ml/kg de poids corporel).
Apreés cing semaines de prétraitement, chaque grestpgubdivisé en trois sous-groupes de six rats
chacun: groupe (AT) témoin, groupe (A AICI3) traité par le chlorure d’aluminium (34mg/kg de
poids corporel), groupe A AICIs+ AAL) traité par le chlorure d’aluminium et l'aadalpha
lipoigue (35mg/kg de poids corporel), groupe;:(BAICIs+AAL+NS) traité par le chlorure
d’aluminium, l'acide alpha lipoique et I'huile ddgelle, groupe (B: AICIz+NS) traité par le
chlorure d’aluminium et I'huile de nigelle, groug8s: NS) traité par I'huile de nigelleLe

traitement est poursuivi pendant trois semaines.

Nos résultats ont montré que le chlorure d’aluormia un effet hématotoxique (anémie),
hépatotoxique objectivé par une augmentation detiVid¢ enzymatique des transaminases,
phosphatase alkaline, lactate déshydrogénase etédine phosphokinase d’'une part, et une
augmentation de la concentration plasmatique tditabine accompagnée d’une diminution de la
concentration plasmatique en protéines totaux efleumine d’autre part. Nos résultats ont montré
aussi que le chlorure d’aluminium a un effet népixigue (augmentation de la concentration

plasmatique en urée, en acide urique et en craajini



Résumé

L’administration de chlorure d’aluminium aux ratspeovoqué aussi une perturbation du
métabolisme lipidigue et glucidique (hypercholest&mie, hypertriglycéridémie et
hyperglycémie).

De méme, il a provoqué un stress oxydatif objéctiar une augmentation des taux de MDA
au niveau des organes étudiés (foie, reins, capuCeci est di a la génération des radicaux libres
oXygeénes par ce meétal causant une altération bggtple (ectasie vasculaire, infiltra inflammatoire
lymphoplasmocytaire et cedeme). Une diminution dux tde glutathion réduit (GSH) et des
activités de quelques enzymes antioxydantes (S@D, GPx et GSH) plaide en faveur d’un stress
oxydatif.

Parallelement, nos résultats révelent que la sopgiétion en huile de nigelle et/ou en
acide alpha lipoique aux rats traités par le chéodialuminium a améliorée les perturbations des
parametres biochimiques, le statut antioxydant st gpnséquence atténuer l'intensité du stress

oxydatif induit par I'aluminium.

Ces résultats confirment que l'exposition au chierd’aluminium provoque des effets
toxiques et qu'il est possible d’utiliser I'huile dhigelle et/ou I'acide alpha lipoique dans le dheit

prévenir contre cette intoxication.

Mots clés: stress oxydatif, antioxydant, chlorure d’aluminijuiuile de nigelle Nigella sativa),

acide alpha lipoique, rat.



Abstract

Abstract

The aim of the present study is the evaluationhef @ntioxydant effect of black seed oll
(Nigella sativa) and/or alpha lipoic acide in the prevention afiative stress induced by aluminium

chloride (AICk) in wistar rats.

In order to determinate the antioxidant potent ¢dck seed oil Nigella sativa), a
preminilary phytochemical study was achieved, amgd by quantitative analyse of phenolic
compounds and followed by antiradicalars te®ist results revealed the presence of a significant
rate of polyphenols, flavonoids and tannins, whodnfirmed that black seed oil contain large
amounts of antioxidant compound. In addition thegvp that the black seed oil has a power to

neutralize the DPPH radical and superoxide anion.

Our experimental study was performed on 36 male datided into two groups of 18 rats
each: control group (A) and black seed oil (2 mldédoody weight) treated group (B). After five
weeks each group was subdivided into three subgradipsix rats: control (AT), aluminium
chloride (34mg/kg of body weights) treated group:(AlCl3), aluminium chloride and alpha lipoic
acide (35mg/kg of body weightsjreated group (& AICls+ AAL), aluminium chloride, alpha
lipoic acide and black seed oil treated group: (BICls+ AAL+NS), aluminium chloride and black
seed oil treated group £{BAICIs+NS), black seed oil treated groups(RS). The treatment takes

duration of three weeks.

According to the results which have been obtaimexinoticed that aluminium chloride has
a haematotoxic effect (anaemia), hépatotoxic effadtich characterize by an increase of the
enzymatic transaminase activities, alkaline photgdea lactate deshydrogenase and creatinin
phosphokinase in one hand, and by an increase lofibiine plasmatic concentration with
decreased plasmatic concentration of both totaleprand albumin in the other hand. Our results
showed also that aluminium chloride has a nephroteifect (increas of urea, uric acid and

creatinine plasmatic concentration).

Moreover our results showed that aluminium chloridguced disturbance of lipidic and
glucidic metabolism (hypercholesterolemia, hypghyceridemia and hyperglycemia).



Abstract

In addition, AICE has a prooxidant effect related with an increasthe reactive oxygen
species generation , which was indicated by areass of the malondialdéhy{dDA) content in
the studied organs (liver, kidneys, heart...) apé llecrease of reduced glutathione level (GSH), as
well as glutathione peroxidase (GPx) catalase ammkbrexide dismutase (SOD) activities. The
histological study revealed also some alteratiomsgular ectasia, infiltrated inflammatory

lumphoplasmocytic and oedema) in studied organs.

In parallel, our results suggests that black séeahd/or alpha lipoic acide supplementation
in rats treated with Aluminium chloride restore duioparameters perturbation, diminished the rat of

intoxication and reduced the intensity of oxidathteess caused by aluminium.

These results confirm that exposure to aluminiutorate enhanced toxic effects and it is
possible to use black seed oil and/or alpha liwicle supplementation in order to reduce this

toxicity.

Key words. oxidative stress, antioxidant, aluminium chloridgck seed oilNigella sativa), alpha
lipoic acide, rats.
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Introduction

Introduction

aluminium est le métal le plus répandu sur la ferenstitue 8% de I'écorce

terrestre étant par ordre d’abondance le troisi€l@ment de la nature aprés

'oxygéne et le silicium(Chappuis, 1991; Kintz, 1998).Son utilisation
augmente de plus en plus au cours de ces dermiécesnies, actuellement, il se trouve dans une
multitude de produits d’utilisation quotidienne ¢ads et colorants alimentaires, certains
médicaments d’'usage courant « antiacides », pdogmeétiques « déodorants, cremes solaires »
et comme adjuvant dans les processus des traitenté@au), ce qui augmente ses sources
d’exposition et rendu son impact toxicologique irsgible a ignorefGourier-fréry et fréry, 2004;
Mailloux et al., 2011).

En absence de charge excessive, I'aluminium neraevd qu'a I'état de traces dans
'organisme humain et il ne semble pas avoir umetion biologique essentielle. Par contre, a des
doses élevées il est capable dentrainer des effetiéfs en interférant avele métabolisme
basale induisant ainsi la génération des espeaetves de I'oxygene (ERO). La surproduction de
ces derniers au de la des capacités antioxydaeesybtémes biologiques donne lieu au stress
oxydatif qui est impliqué dans I'apparition de puss maladies telles que I'athérosclérose, cancer,
les maladies inflammatoires et le diabétéBonnefont-Rousselot, 2007; Borg et Reeber, 2008)

Il est nécessaire de rétablir I'équilibre oxydamti@xydant afin de préserver les performances
physiologiques de l'organismeéCependant, il a été rapporté que la supplémentaiec les
antioxydants réduit le stress oxydatif.

Les plantes constituent une source intéressant®aeaux composes dans la recherche de
molécules bioactives. Malgré son ancienneté, ligatadn des propriétés phytopharmaceutique,
antioxydante et antimicrobienne des principes faliés extraits provenant de diverses sources

végétales continuent & avoir un tres grand intérét.

Nigella sativa appartient a la famille des Ranunculaceatl’'une des plantes médicinales
les plus utilisées a travers le mor{tienares, 2005; Meziti, 2009)et plus particulierement chez les
musulmans influencés par la parole prophétidue prophéte Mohamed (priere et salut d'Allah
soient sur lui) a dit: « utilisez dans vos soingaine de nigelle, c’est un reméde contre tous les

maux a I'exception de la mort ».
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L’huile extrait des graines de cette plante esgdarent utilisée, dans la médecine
traditionnelle depuis des siecles pour traitertieables broncho-pulmonaires, gastro-intestinaux et
les maladies cardio-vasculair¢Salem, 2005; Gali-Muhtasibet al., 2006). Durant ces vingt
dernieres années, plusieurs équipes de cherchenrsnseressées a I'étude tliegella sativa. La
plupart des indications revendiquées en médicine tradigte ont été confirmées par leurs études
de plus, les méme études soulignent que [I'huile nigelle a de nombreuses propriétés
pharmaceutiques extraordinaire grace a sa riclesa®lécules actifs notamment la thymoquinone
la nigellone et les composés phénoliques. Audsuilé de nigelle peut étre considérée comme
agents antioxydant, anti-inflammatoire, immunomatkdr, antitumoral, antidiabétique et
hypotenseu(Gali-Muhtasib et al., 2006 ; Ahmadet al., 2013).

Parallelement, de nombreux travaux sont intéresaés propriétés antioxydantes des
composeés aussi différents que les molécules bisaetirait des plants. En effet, ces travaux sont
intéressés a une classe particuliére corresponeks asubstances qui présentent la caracteristique
chimique de posséder un groupement thiol (-Gkbdel-Zaher et al., 2008; Ghibuet al., 2008; Yi
et al., 2011).L’acide alpha lipoique encore dénommé acide thioctique ou acide 1,2ealihe-3-
pentanoique est I'un de ces composées. C'est watteoir enzymatique des acidegsétonique,
synthétisé en faible quantité par notre organisiinposseéde également des effets antioxydants,
hypoglycémiants et anti-inflammatoirs. De plusest capable de chélater les métaux lourds et de
prévenir les symptdmes de vieillissement. Il agit milieu hydrophile comme en milieu
hydrophobe. Afin d’'optimiser toutes ses fonctionge wlsupplémentation s'avére nécessaire. En
revanche, son mécanisme d’action au niveau celutéest pas connu avec precision jusqu'a I’heur
actuelle(Caylak et al. ,2008; Winiarskaet al., 2008 Liet al., 2013).

L'objectif de la présente étude consiste a déterminer I'dffeique du chlorure
d’aluminium et l'implication de ce dernier dans la genese ddress oxydatif d'une part et
d’évaluer l'effet antioxydant de I'huile de nigelet/ou de l'acide alpha lipoique d’autre part. Il
s’agit d'une étude expérimentale menée au labaeasoir des rats méles adultes de la souche wistar
soumis a un traitement par le chlorure d’aluminieimprésence et en absence de I'huile de nigelle

et/ou de I'acide alpha lipoique.
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Le présent travail est réparti en deux partiespieaniére partie, bibliographique, rassemble
une synthese des données actuelles concernamifalum, le stress oxydatif, la nigell&ligella
sativa) et l'acide alpha lipoique.

La deuxieme partie, expérimentale, consiste a évddupouvoir antioxydant et la teneur en
composés phénoliques (polyphénols, flavonoidesmgade I'huile de nigelle in vitro. Elle consiste
également a étudiée les effets modulateurs deplalésmentation en huile de nigelle et/ou en acide
alpha lipoique afin d'atténuée les dégats oxyeRtiiu niveau sanguin et tissulaire des rats traités

par le chlorure d'aluminium en évaluant :

v Les paramétres physiologiques (poids corporel, @onsation d’aliment et poids relatifs
de certains organes).

v’ Les parametres biochimiques et hématologiques.
v’ L'exploration du statut antioxydant et de la pedation lipidique (MDA).

v Les changements histologiques au niveau de cexajases (foie, reins, cerveau....).

Enfin, nous discuterons I'ensemble des résultatemis dans cette étude, et on suggére
guelques perspectives a ce travail de recherche.
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CHAPITRE I : L'ALUMINIUM

1. Définition

L’aluminium du latin « alumen », qui signifie légest le métal le plus répandu sur la terre,
il constitue 8% de I'écorce terrestre étant pareiabondance le troisieme élément de la nature
apres l'oxygene et le siliciuntChappuis, 1991; Kintz, 1998) On ne I'y trouve cependant pas a
I'état libre mais combiné a d’autres éléments dousie des sels et d’'oxydes. Les composeés les
plus fréquents sont les alumines et les hydroxymtesenant essentiellement de la bauxite, les
silicates provenant de l'argile et des micas, et d@mes hydrosolubles complexées aux
sulfates « alum », nitrates, chlorures en préselecenatieres organiques dissoutes. Ces derniers

sont produits industriellement par différents réad chimiquegBounias, 1999; Vargel, 1999)

» Sulfate d’aluminium Al,(SOy)s: formé par la combinaison de I'acide sulfurique
(H2SOy) et I'hydroxyde d’aluminium [AI(OHJ]. Il est disponible sous différentes
formes solides.

3 H; SOy + 2 AI(OH)3 ———— »  A[(SQy); + 6 HO

» Nitrate d’aluminium AI(NO 3)3: est un sel de I'acide nitrique et de I'aluminiunon g
peut étre prépare par action de I'acide nitriqueleumétal ou bien par action de
I'acide nitrique sur le trioxyde de dialuminium. dkiste sous forme d’un hydrate
cristallin.

Al,0O3+ 6 HNGG———» 2 AI(N@)3 + 3 H,O

» Chlorure d’aluminium AICI 3: produit suit a une réaction directe entre les éléms
aluminium et le chlore ou bien I'acide chlorhydmqull existe sous forme d'un
hydrate cristallin.

2 Al + 3 Chb———» 2 AICl;
2Al+ 6 HCl———» 2 AIGF3 H,

L’aluminium est un élément non essentiel pour I'moen Contrairement, il est un
composant fondamental des roches, du sol et desseaterraines. L'acidité facilite la dissolution,
la mobilisation ainsi que I'absorption de I'alumim (Bounias, 1999; Dorey, 2008)
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2. Propriétés physicochimiques

L’aluminium est un métal léger gris argenté britlan'a pas d’odeur ni de saveur, qui
présente des propriétés physicochimiques partremient importantes. Son symbole chimique est
Al portant le numéro 13 dans la classification pdique des éléments (avec 27 protons et neutrons,
13 électrons répartie sur 3 orbites avec 3 élestdanvalence) il n’a pas d’isotopes. C’est un métal
de faible densité 2,7 g/cimavec une masse atomique de 27 g/mol, son poifusiten est de 660°C
et son point d’ébullition est de 248C (Kintz, 1998; Vargel, 1999) Il s’agit d’un métal amphotére
qui réagit avec les acides et les bases formast des sels stables a Bl et des aluminates a
pH>11. Il est quasiment soluble en milieu acide, csttiebilité diminuée avec 'augmentation du
pH, il est totalement insoluble a pH neut@happuis, 1991; Vargel, 1999)

3. Effets toxiques de I'aluminium

La dose létale (Dig) de I'Al varie de 0,14 a 6,20 g d’Al/Kg du poidsrporel, ses effets
toxiques relevent essentiellement d’exposition gl@es contrairement a sa toxicité aigué gu’est
tres faible (Gourier-fréry et fréry, 2004). Les effets de [lintoxication aluminique sont
principalement observés au niveau du systéme nerdeusysteme osseux et du systéme sanguin
(Kintz, 1998; Dorey, 2008)

3.1. Effets hématologiques

L’aluminium agit en compétition avec le fer sur &tes de fixation a la transferrine inhibant
ainsi la synthése de I'hémoglobine. Aussi il pdreurérythropoiese par action direct, en diminuant
la durée de vie des érythrocytes et d’hématocnex attente de la lignée rouge (microcyte et
hémoglobine) ce qui provoque l'apparition d’une raiemicrocytaire hypochrome. De plus, 'Al
empéche les plaguettes sanguines de s’aggloméverf@aner le caillot et augmentant ainsi le
temps de saignement. Ces effets sont réversiblag @ de I'exposition et lors de traitement pes |
chélateurs de I'aluminiurtGourier-fréry et fréry, 2004; Mailloux et al., 2011)

3.2. Effets osseux
L’aluminium est susceptible d’entrainer une démafiéation osseuse suite a une déplétion
phosphorée accompagnée d’'une perturbation métaieolig la vitamine P (Chappuis, 1991;
Kintz, 1998). De plus l'intoxication aluminique est caractéegar:
= La présence des dépbts aluminiques le long du deeminéralisation.
= Une réduction de la vitesse de calcification et angmentation de I'épaisseur des travées
ostéoidegDorey, 2008)
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Les mécanismes d’'actions évoqués pour illustrangact de I'Al dans toutes ces
perturbations semblent faire intervenir a la fois:
» Des effets aluminiques directs

= Formation des sels basiques insolubles entre kA¢ @hosphate dans le tube digestive ce
qui entrainent une augmentation de I'excrétion lau phosphate et par conséquent
diminution de son excrétion urinaire, ainsi que absorption intestinale provoquant une
hypophosphatémie.

= LAl agit sur le squelette en réduisant fortemeat formation de Il'os, activant la
déminéralisation osseuse et produisant ainsi uté®wslacie résistante au traitement par
la vitamine D ou ses métabolites. Elle s’exprimelies souvent par des douleurs et des
arthralgies, puis surviennent des fractures ossesgentanées, des déformations osseuses
séveres et une myopathie des muscles proximauxegidevenir invalidante.

= LAl constitué un obstacle a l'incorporation de @iam dans I'hydroxyapatitéChappuis,
1991; Bounias, 1999; Larwerys et Lison, 2007)

» Des effets aluminiques indirects
= L[’aluminium réagir par interférence avec la parathone(Gourier-fréry et fréry, 2004).

3.3. Effets neurologiques

Les cellules nerveuses présentent une sensibditécpliere a I'Al(Berthon, 2002; Dorey,
2008) Il est donc reconnu comme un facteur neurotoxigsponsable de différentes maladies
neurodégénératives entre autres:

» |’encéphalopathie: considérée comme l'une des mmesimanifestations révélatrices de
la toxicité aluminique. L'encéphalopathie assoalées une premiére phase des troubles
de la parole et de I'écriture avec lenteur deotétion, dystonie et dyspraxie, puis
apparaissent des trémulations, des myocloniesséiffune myofasciite a macrophage, une
dyspraxie des mouvements de type cérébelleux]djggie et troubles de la mémoire ainsi
que de la concentration et des troubles psychissig(trouble de la personnalité,
dépression, troubles paranoides, hallucinationggesodes confusionnelles avec perte de
la conscience pouvant conduire au dé¢€slappuis, 1991; Kintz, 1998; Gourier-fréry
et fréry, 2004)

= L’Alzheimer: se caractérise par une dégénérescapoeofibrillaire (présence d’agrégat
constitués de paires hélicoidales de filamentsraég)@Bounias, 1999; Berthon, 2002)
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» Troubles des fonctions psychomotrices: ont étéedgaht mis en évidence, manifestant
principalement par des troubles de I'hnumeur a typetabilité et de fatigue avec troubles
de l'attention, des troubles de la motricité (caoation motrice), de la mémoire et de
I'organisation visuospatiale (perturbation desgessuels)Gourier-fréry et fréry, 2004;
Larwerys et Lison, 2007)

= Changement histopathologique: dans le cerveau tésiser par une vacuolisation
cytoplasmique et/ou nucléaire avec dégénérescenaemale(Berthon, 2002; Larwerys
et Lison, 2007)

En effet, différents mécanismes sont évoqués pquliqeier la neurotoxicité de I'Al:

» Mode d’'action direct

= Provoque la dégénérescence neurofibrilaire parficaton des protéines du cytosquelette
des neurones avec formations, accumulation et ajodgd’ames insolubles de la protéine
B-amyloide, de la protéine tau et d’autres protémasrofibrilaires(Larwerys et Lison,
2007)

= Provoque la dégénérescence des astrocytes ceagler@cla mort de tissus nerveux qu’ils
nourrissent. De plus, I'Al agit en suscitant 'apmge (les cellules nobles du cerveau, les
neurones réagissent tres rapidement a I'apop(baelerys et Lison, 2007)

= Perturbe la communication intercellulaire entre ledlules gliales notamment les
astrocytes ce qui entraine un déseéquilibre de lémstasie (échange d’'ions et de certain
métabolites, recaptage des neurotransmetteurs gimsi le passage des hormones)
nécessaire au bon fonctionnement du systeme ne(Beuthon, 2002)

» Mode d’action indirect: I'Al agit sur I'activité des différents enzymesurocellulaires:

» Inhibition de I'acétylcholinestérase de facon nomgpétitive, entrainerait des perturbations
de la neurotransmission cholinergiq@happuis, 1991; Larwerys et Lison, 2007)

» |nhibition de l'activité héxokinase et la glucoseibosphate déshydrogénase dans le
cerveau suite a une combinaison entre I'Al et ATRappuis, 1991)

= [Inhibition du transport de la L-glutamine et decide y-aminobutyrique (GABA) ainsi que
d’autres amines neurotransmettrices des synapt@saemiee a une interférence avec la
Na'K*ATPase et la CAMg**ATPase aboutissant donc & l'altération des phénemée
captation et largage de ces acides aminés neusaiitirices et autres neurotransmetteurs
par la membrane neuronale présynaptique. Ce quaieat leurs accumulations dans

certain région du cervedluarwerys et Lison, 2007)
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» |nhibition de la dihydroptéridine réductase entasinune chute de la concentration en
tétrahydrobioptérine et par voie de conséquenda teosineet des neurotransmetteurs au
niveau du cervea(Chappuis, 1991; Berthon, 2002)

» [nhibition des enzymes de réplication nucléairganant une inhibition de la transcription
de IADN en ARN suite a une fixation facultative dé&Al sur I'ADN
(Larverys et Lison, 2007; Dorey, 2008)

= Perturbation de 'homéostasie calcique intracellelauite a l'interférence au niveau de la
Ca&*ATPase enzyme majeur dans I'extrusion du calciuapérturbation des systémes de
régulation du C& intercellulaire peut causer des lésions neuronalesversibles
(Berthon, 2002)

= Changement dans la perméabilité de la barriére teéemecéphalique (BHE): augmentation
de la perméabilité au sucrose, a la thyroxine,@tisol, a la prolactine, a 'hormone de

croissance et a ’lhormone lutéinisaf@happuis, 1991; Berthon, 2002)

3.4. Autres effets

L’Al provoque une fibrose (ou aluminose) voire ugeanulomatose accompagnée d’une
alvéolite a lymphocytes T auxiliaires similaire a Bérylliose en cas d’exposition massive. Une
protéinase alvéolaire, une pneumonie interstitieleonique une symptomatologie d’asthme et
d’hyperréactivité bronchique de type irritatif (care de longue date sous le non de « potroom
asthma »). Ces effets sont observés suite a utaian direct du systéme respiratoire par le métal
(Kintz, 1998; Gourier-fréry et fréry, 2004; Dorey, 2008)

D'autre part, I'Al a une influence sur la motilpp@r inhibition des contractions intestinales
(induit par I'acétylcholine) induisant ainsi dessade constipatioBounias, 1999; Dorey, 2008)
De plus, l'Al interfére avec le métabolisme de amr$ acides aminés présents dans le sang et
provoque des changements structuraux des lipopestéiAussi, il perturbe le métabolisme des

graisses et favorise I'obésitBerthon, 2002; Fxley, 2003)

4. Aluminium et stress oxydatif

Dans les organismes vivant I'Al provoque un étatsthess oxydatif par la production des
radicaux libres. En effet, suite de sa liaison aywupes phosphates des phospholipides,
'aluminium favorise la désorganisation et la distiouité de la membrane plasmique favorisant
ainsi le passage de certaines espéces chimiglesguel les ions métalliques (E@ar exemple) qui

peuvent initier le processus radicalaire par léshia la réaction de Fenton.
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Les radicaux formés réagissent avec tous les catspmdlulaires (lipides, protéines, ADN)
modifiant leurs structures et leurs fonctions bjidpes. De plus, I'aluminium inhibe I'activité de
plusieurs enzymes antioxydantes, il peut méme dietite taux du GSHBerthon, 2002; Fxley,
2003)

5. Toxicocinétique

5.1. Exposition

A I'exception des cas d’exposition pulmonaire danscontexte professionnel, I'exposition
a l'Al est essentiellement alimentaire (les adslitiélimentaires comme les colorants, les
antiagglomérants, les affermissants, les épammsis, les stabilisants ou correcteur d’aciditét..)
médicamenteuse (les médicaments antiacides, lesepa@mts gastro-intestinaux, les vaccins, les
liquides de dialyse et la nutrition parentéralelgmgée, ainsi que des céramiques et ciments a base
d’Al pour des implants en dentisterie, chirurgiexitia-faciale et orthopédique).

De plus, I'utilisation de I'Al dans la fabricatiatiun grand nombre de produits cosmétiques,
constitue également une source d’exposition (Figyr@Bounias, 1999; Gourier-fréry et fréry,
2004; Mailloux et al., 2011)

5.2. Absorption

L’Al peut pénétrer dans l'organisme humain par voéspiratoire, par la peau et les
muqueuses, par voie digestive et par voie pardnt@uelle que soit la voie de contact I'Al est trés
faiblement absorbé. L’absorption s’effectueraiteesiellement au niveau du tractus digestif. Le lieu
d’absorption est différent selon les auteurs, séleinroth, (1982)elle s’effectuerait au niveau du
jéjunum et de liléonAlfrey, (1986)suggere que I'absorption se situerait essentielférau niveau
de 'estomac et du duodénum proximal.

En revanche, de nombreux facteurs sont susceptbidgkiencer I'absorption et la rétention
de I'Al. Elle dépend de la spéciation du composésfca dire la forme chimique sous la quelle I'Al
est présent dans le milieu: il est a noté, quaisdn de I'Al avec certains acides organiquesigteac
citrique... » augmente son absorption. Tandis qupréaence de phosphate, de fluorure et d’acide
silicique diminue Il'absorption d’Al, suite a la foation des complexes peu solubles), de la
solubilité du composé dans le milieu biologiquesidéré, elle méme dépendante du pH du milieu,
ainsi que de la granulométrie du composeé (le poiage d’Al qui passe dans le sang diminue si la

dose ingérée augmeni{&untherland et Greger, 1998; Berthon, 2002)
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5.3. Métabolisme et distribution

Immédiatement apres son absorption, I'Al s’assacie protéines seériques essentiellement
a la transferrine (80%), mais également a l'albwemib0%) et a d’autres protéines de bas poids
moléculaire. Le transport sanguin de I'Al vers taganes cibles dans les quelles il est stoker,
s'effectue par lintermédiaire de ces protéin@Berthon, 2002; Gourier-fréry et fréry,
2004; Viala et Botta, 2005) L'Al s’accumule privilégiement dans certains tiss il s’agit
principalement :

» Du foie: au niveau des hépatocytes qui semble dssezolérer 'accumulation du I'Al.

» Du cerveau: I'Al arrive a traverser la barriere ladorencéphalique pour venir s’accumuler
dans le cerveau. En plus, il est capable d’endoremeette barriere permettant ainsi la
perméabilité d’autres substances indésirables.

» De l'os: I'Al se dépose le long du front de miné&ation ainsi qu’au niveau des lignes
cimentantes avec concentration aluminique pon&uelktracellulaire sous forme de
microcristaux.

» Des parathyroides: I'Al se concentre dans les gagpsomes et les mitochondries
(Gourier-fréry et fréry, 2004; Viala et Botta, 2005 Mailloux et al., 2011)

Le métabolisme de I'aluminium est conditionné paspéciation de I'aluminium, le pH du

milieu et I'affinité de I'élément aux protéines ttansport.

5.4. Elimination

L’excrétion de I'Al s’effectue soit par voie urimai soit par la matiére fécale. La voie
d’élimination majoritaire dépend de la voie d’exipios et de la forme chimique du métal. La partie
d’Al qui n'a pu passer la barriere intestinale pawiver dans le sang est excrétée par les matieres
fécales suite a son passage par le cycle enténiipdpaTandis que, la partie qui a passée la
barriére intestinale est excrétée par les reinsteGxcrétion est effectuée suite a une filtration
glomérulaire de I'Al qu’est ensuite réabsorbé areau des cellules du tube contourné proximal. Au
sein des lysosomes I'Al est insolubilisé sous ®rde phosphate, ensuite il est excrété dans la
lumiére urinaire. Le temps de demie vie d’élimioatide I'aluminium est dépendant de la durée
d’exposition(Suntherland et Greger, 1998 ; Berthon, 2002; Goueir-fréry et fréry, 2004).




Exposition

Sources :

> Traitement des eaux
(floculent).
> Exposition industriel.

> Alimentation.

» Produits pharmaceutiques.

» Produits cosmétiques.

Synthése bibliographique

Effet

Compétition avec les ions Mg et Ca
sur les sites de liaison.

Destruction des membranes
biologiques.

Liaison aux protéines et aux sites
actifs des enzymes (inactivation).
Diminue la défense antioxydante et
perturbe I'homéostasie de Fe.

Dysfonctionnement mitochondrial.

Figure 1: Sources d’exposition a I'aluminium et lars principaux effets toxicologiques

(Mailloux et al., 2011).

g



Stress oxydant
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CHAPITRE II : STRESS OXYDATIF

1. Définition du stress oxydatif
Le stress oxydatif se définit comme étant le résdlun déséquilibre entre la formation des
especes réactives de I'oxygene (ERO) a caractéemxydant et les antioxydants qui régulent leurs
production, en faveur des premieres, avec commeécuence I'apparition des dégats souvent
irréeversibles(Pincemail et al., 2001; Aurousseau, 2002; Bonnefont-Rousselot, 200Le stress
oxydatif peut avoir une:
» Origine endogene
= Déficit nutritionnel.
= Phénomenes inflammatoires chroniques ou aigus.
= Mutation inactivant une des enzymes du systemexytant(Aurousseau, 2002; Soares,
2005; Moussard, 2006).
» Origine exogene
= Sources productrice d’ERO: soleil, irradiation,emvention chirurgicales (transplantation
d’organes, pontages coronariens).
= Habitude de vie non adéquate (tabagisme, consommaexcessive d’alcool), prise de la
pilule contraceptive et exercice physique intensenal géréBonnefont-Rousselotet al
in Delattre et al., 2003; Pincemalil et defraigne, 2004).

2. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atomenolécule) contenant un ou plusieurs

électrons non apparies dit célibataires sur sontabeb externe (couche de valence). L'état
radicalaire est désigné par un point en haut atedreymbolisant I'électron célibataire Yx

(Aurousseau, 2002; Pincemail et defraigne, 2004; IHo et al., 2005).Un radical libre peut se
former soit par scission homolytique d’une liaismvalente, soit par transfert monoélectronique
(Poortmans et Boisseau, 2003; Marieb, 2008elon le schéma suivant:

A:B———  » AtB

A+B——» A+B
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Un radical libre est trés instable, trés réactipessede une durée de vie trés limitée, car il
cherche a réappareiller son électron célibataiitepso I'acceptation d’'un autre électron soit par |
transfert de cet électron libre sur une autre mude@Eoortmans et Boisseau, 2003; Macardlet
al., 2004; Moussard, 2006)La probabilité d'aller vers I'une au l'autre desceeux possibilités
dépend essentiellement de l'instabilité du raditae considéré, si cette instabilité est modéeée |
probabilité d’accepter un second électron est gragtddans ce cas le radical libre ne représente
gu'une étape transitoire dans une réaction doxgdioction classique, si ou contraire cette
instabilité est importante I'électron libre estidgment transféré sur une autre moléq¢@ardés-
Albert et al., 2003; Hornet al., 2005; Marieb, 2008).

Parmi les espéces radicalaires formés dans ldeetin distingue celles dites primaires qui
jouent un réle particulier en physiologie, et celthtes secondaires qui se forment par réaction des
radicaux primaires sur les composés biochimiquédsa dellule(Aurousseau, 2002; Favier, 2003;
Horn et al., 2005).

3. Espéeces réactives de I'oxygene (ERO)
L’appellation especes réactives de l'oxygene (reacbxygen species ROS) inclut les

radicaux libres de I'oxygéne proprement dit (rablisaperoxyde (@), radical hydroxyle ‘©OH)

monoxyde d’'azote (NQ) radical peroxyle (R©), radical alkoxyle (RQ), mais aussi certain

dérivés oxygénées réactives non radicalaires (ydeoxd’hydrogene (bD,), nitroperoxyde
(ONOOH), acide hypochlorique (HOCI), oxygéne simgutO,)) qui peuvent étre des précurseurs
d’autres radicauxHorn et al., 2005; Masson, 2007).

L'instabilité des ERO rend difficile leurs mise émidence au niveau des différents milieux
biologiques. Leurs constantes de vitesse réactienmarient selon leurs natures, elles sont tres
élevées et peuvent aller de®#013° mol*..S* avec une durée de vie trés courte de la nano a la
milli seconde. En effet, plusieurs ERO peuvent atferigine d’une grande toxicité du fait qu’elles
sont capables de diffuser et gagner des locatiensits/es ou elles peuvent interagir et causer des
dommages a longue distance de leurs sites de prady&ohen et Nyska, 2002; Kocchilin-

Ramonatoxo, 2006).
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3.1. Rdles physiologiques des ERO
= |Is ont impliqué dans le processus de signalisataiulaire.
= Médiateurs régulant des fonctions biologiques conangasodilatation capillaire et les
messages entre neurones.
= |Is agissent comme des messagers secondaires estpabl
v’ De réguler les phénomenes d’apoptose.
v  D’activer des facteurs de transcription des genepliqués dans la réponse
immunitaire.
v De moduler I'expression des genes de structure ntogmur les enzymes

antioxydantegPoortmans et Boisseau, 2003; Krid, 2008).

3.2. Sites de production et mécanismes cellulairess en jeux
Les radicaux superoxydes, Gsont des radicaux relativement peut réactive pamemes

mais dont la toxicité provient du fait qu’ils pemtelonner naissance a des composeés plus réactifs.
En effet, ils sont a I'origine de la plupart des@RCes derniers apparaissent au cours des différent
types de réactions biochimiques (essentiellementyreatiques) découlant de plusieurs
sourcegPoortmans et Boisseau, 2003; Macardie al., 2004; Borg et Reeber, 2008).

» Réactions de réduction monovalente
Suit a des fuites électronigues au niveau du comepléNADH/ubiquinone réductase) et du
complex 1l (ubiquinon/cytochrome c oxydoréductade)s du fonctionnement de la chaine

respiratoire mitochondriale, la réduction incompletQ par ces électrons est possible et conduit a

la formation du radical superoxyde4})le peroxyde d’hydrogéne ¢(B»,) puis le radical hydroxyle

(OH). Elle constitue le principal site de productidas ERO(Poortmans et Boisseau, 2003;

Chiarugi et Fiaschi, 2007).

» Réactions enzymatiques

D’'une facon générale, toutes réactions enzymatidaieant intervenir de I'oxygene sont

susceptibles d’étre a I'origine d’'une productio®@g, de nombreuses enzymes sont mises en jeux:
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= NADPH oxydase: situé sur la membrane des cellules phagocytapelr{ucléaires et

macrophages), et il joue un rdle clé dans la phggse. En réponse a des facteurs
physiologiques (inflammation, infection, insulinésistance) la NADPH oxydase va étre
phosphorylées lors de I'endocytose pour former RDRH oxydase active capable de
réduire 'oxygéne en radical superoxyde entraireams$i la production de ses dérivés de
réduction indispensable a la digestion du mat@helgocyté. Au cours de cette réaction le
NADPH elle-méme est réduit en NADRwec libération d’'une molécule d’hydrogéne
(Gardés-Albert et al., 2003; Leonardet al., 2004; Afonsoet al., 2007; Valko et al.,
2007).Selon la réaction globale:

NADPH + 2 Q-MAbPHoxydase,  NADP+ H' + 2 O,

= Xanthine déshydrogénasesituée dans le foie et la muqueuse de lintestéieg cette
enzyme est impliquée dans les processus d’ischéparfusion et dans le catabolisme de
'ATP. En situation d’ischémie cette enzyme estwastie en xanthine oxydase (sous
I'action des enzymes protéolytiques) catalyse ldation de la xanthine en acide urique.
Dans cette réaction, 'oxygéne agir comme un aecem’électrons et il est réduit en’ O

(Fontaine et al., 2002; Moussard, 2006).
Xanthine+ 2 G+ H,OXanthine oxydase Acide urique+2'®@ 2 H'

= Cytochromes P450 (Cyt P450)située au niveau des réticulums endoplasmiqueeset
microsomes, il est capable de généré des ERO aa deua synthése des prostaglandines
et des leucotréines ainsi que durant le catabolideneertains xénobiotiques grace a son
activité mono oxygénag®oortmans et Boisseau, 2003; Moussard, 2006).

= Nitrigue oxyde synthase (NO synthase)dont I'activité principale est la biosynthese du
monoxyde d’azote (NQ par I'oxydation de I'un des atomes N terminauxalé&-arginine.

Cette réaction se déroule en deux étapes la prentr@nsforme le substrat L-arginine en
'intermédiaire N,-hydroxy-L-arginine (NOHA), la seconde transformeOMNA en

I-citrulline avec libération de NOLe NO peut réagit avec un radical superoxyde YO
pour former le peroxynitrite (ONODqui peut secondairement se décomposer en d’autres
oxydants (N@ , OH ...) (Favier, 2003; Luiset al., 2004 ).

O+ Arginine+ NADPH NOS ., N@ Citrulline+ H,O+ NADP

|

g
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= Cyclooxygénases et lipoxygénased’une maniere généralement accessoire ces enzymes

peuvent générer des ERRohen et Nyska, 2002).

= Oxydases (la glycoxylate oxydase et D-aminoacideyabase): présentes dans le foie et
plus particulierement dans les peroxysomes peugatalyser directement la réduction
divalente de l'oxygéne moléculaire produisant aitesi peroxyde d’hydrogéne sans
formation du radical superoxydKohen et Nyska, 2002; Valkat al., 2007).

> Réaction avec les métauxau cours du quelle les ions métalliques (fer, reuiv) et les
meétaux toxiques interagissent avec le peroxydedidgene HO,, produisant un radical

hydroxyle, selon le mécanisme suivent:

O, + ML > O+ M™ réduction dé"W* par O,
M*+ H,O, » MOD*L'OH + OH réaction de Fenton
O 2+ H,0O, » OH+OH+ O réaction de Haber-weiss

M représente un cation métallique au degré d’oxgdat ou n+1.

(Poortmans et Boisseau, 2003; Leonaret al., 2004; Borg et Reeber, 2008).

» Réactions d’auto-oxydation: certaines molécules tels que le glucose, I'héntbaly les
monoamines (dopamine, adrénaline et la noradré@)alides flavines, la L-DOPA,
glycéraldéhyde des thiols (par exemple, la cysjeite FMNH,, le FADH,,... sont
susceptibles de s’oxyder facilement, en transfétamiélectron sur la molécule dOet

libérant ainsi un radical superoxy(@ardés-Albert et al., 2003; Moussard, 2006).

4. Biomarqueurs du stress oxydatif

4.1. Peroxydation lipidique

La bicouche lipidique des membranes cellulairesstitue la cible privilégiée de I'attaque
radicalaire a cause de sa richesse en acides gidasaturés. La détérioration oxydative de ces
acides gras est appelée peroxydation lipidiqueu(gi@?) (Graille, 2003; Martini et Seiller,
2006; Bonnefont-Rousselot, 2007).
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La peroxydation lipidigue comporte une cascadeédetions qu’on peut les diviser en trois
étapes:
> Linitiation: I'attaque initiale d’acide gras s’effectue surgupement méthylene (GH
séparant deux doubles liaisons, par un radicaldxydls entrainant ainsi I'arrachement d’'un

atome d’hydrogene ceci aboutit a la formation didigne conjugué (RR(Gardés-Albert et

al., 2003; Borg et Reeber, 2008).

RH—» HR

» La propagation: durant cette phase, le diéne conjugué donneraamassau radical

peroxyle en présence d’oxygéne moléculaire. Cecasaliperoxyle subisse une série de

réaction en chaine avec un autre acide gras palyirsformant ainsi un nouveau radical R

(qui peut réagir avec pour former un autre radical RPet un hydroperoxyde (ROOH)

(Fontaine et al., 2002; Favier, 2003; Masson, 2007)Ce dernier peut s'oxyder en
aldéhydes tres réactifs notant a titre d’exempisoprostane, le malondialdéhyde (MDA),
et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) qui sont tres étadiémme marqueurs de la peroxydation
lipidiques(Aurousseau, 2002; Durand et Beaudeux, 2008).

‘RO » RO
RO+ RH ——» ROOH ¥ R

» La terminaison: la réaction en chaine se termine au moment declambinaison de deux
dienes ou s'il y'a réduction et neutralisation degdroperoxydes par la glutathion
peroxydase ou la vitamine E intercalées dans laubtre lipidiqugGraille, 2003; Leonard
et al., 2004).

RO+ RO—— » ROOR+Q
4.2. Oxydation des protéines
L’oxydation radicalaire des protéines est prinapaént initiée par le radical hydroxyle
(OH), et elle est frequemment influencée par lesoeatmétalliques en présence de peroxyde

d’hydrogéne (HO,) ou d’hydroperoxydes (ROOH). Les protéines congmirdes acides aminés
(AA) soufrés et des AA aromatiques sont les plussiddes aux attaques radicalaif@sartini et
Seiller, 2006; Durand et Beaudeux, 2008)On classe ces réactions d’oxydations en trois

catégories:
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» Oxydation des chaines latérales des acides aminé&action des RL porte sur les chaines
latérales de certains AA, les cibles majeures BAA soufrés, basiques et aromatiques.
L’attaque radicalaire produisent des AA anormauxfamction de la nature du radicale
oxydant (Figure 3 et Tableau {Bonnefont-Rousselotet al in Delattre et al., 2003;

Favier, 2003; Poortmans et Boisseau, 2003).

» Oxydation de la chaine polypeptidique:cette oxydation est essentiellement initiée par le
radical OH qui réagit avec le carboned’une liaison peptidique, en donnant naissanae a u

radical centré sur ce carbone avec le départ dame d’hydrogenéGardés-Albert et al.,
2003; Borg et Reeber, 2008).

> Lipo-oxydation des protéines:c'est-a-dire oxydation des protéines par des COaIBsSus
de la peroxydation lipidique (4-HNE, MDA). Le 4-HN&rme des produits d’addition par
I'intermédiaire de sa double liaison avec les chsilatérales de la lysine ou de I'histidine ou
de la cystéine des protéines, conduisant ainsifartaation des protéines carbonylées. Le
MDA réagit avec le groupement amine de la chairtérdée des résidus lysine, avec
formation d’'une base de schfffontaineet al., 2002; Gardés-Albertet al., 2003).

4.3. Oxydation des acides nucléiques
Les acides ribonucléiques et désoxyribonucléigéd3N et ADN) sont aussi des cibles

privilégiées de I'oxydation radicalaire. Le radid@H réagit directement avec les bases (puriques et

pyrimidiques), les sucres (ribose et désoxyrib@tdgs protéines nucléaires en s’additionnant sur
les doubles liaisons créant ainsi un grand nomleeddmmages (Figure 4)Favier, 2003;
Moussard, 2006).0On peut noter quatre classes principales de cegeds
» Les coupures simples et double brin.
> Les pontages ADN-ADN et les pontages ADN-protéine.
» Modification de certaines bases.
> Les aldéhydes réactifs issus de la peroxydatiowlitjpe (MDA et le 4-HNE) peuvent
s’ajouter au groupe amine des bases de I'ADN endot des adduits interacaténaires
(additionnement du groupement carbonylé) constitaamsi la derniére classe des dégats
oxydatives de 'ADN(Levin, 2002; Moussard, 2006; Borg et Reeber, 2008)

&
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5. Pathologies liées aux stress oxydatif

Le stress oxydatif est considéré comme un factéatedchant de plus d’'une centaine de
pathologies tell que: Dermatose, parkinson, patiteedépatite C, arthrite, rhumatoides, diabéte,

athérosclérose, cataracte, cancers et maladiegwasdulaires(Pincemail et Defraigne, 2004;
Borg et Reeber, 2008; Durand et Beaudeux, 2008).

Tableau 1: Principaux produits d’'oxydation de quelqies acides aminés (Bonnefont-Rousselot

et al in Delattre et al., 2003).
Acide aminé Radical ou composé pro-oxydant Produit d’oxydation
. Cystine
Cystéine "OH ) "
Acide Cystéique
o Sulfoxyde de méthionine
Méthionine "OH

Sulfone de méthionine
"OH en présence d'Q

. Acide 5-hydroxy-2-aminovalérique
Arginine : ) o
RO, Semi-aldéhyde glutamiqué®
Histidine "OH 2-oxo-histidine®
. ) 3-,4- ou 5-hydroxylysine
Lysine "OH en présence d'Q . ) o A1
Semi-aldéhyde adipique®
Phénylalanine ‘OH Ortho-tyrosine
N-formylkynurénine @
Tryptophane ‘OH . a
Kynurénine ®
"OH Dihydroxyphénylalanine (DOPA)
Tyrosine Bityrosine
HOC

Nitro-tyrosine
(1)Compose possédant un groupement carbonyle.
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I. Phase d'initiation

w)

Il. Phase de propagation

Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH

A/_\/_\/\/(—-/\/—\/_\/’\/‘—-WW

Acide gras polyinsaturé Radical hp]d:que

-~

Réarganisation
des doubles liaisans

Diéne conjugué
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-

Diéne conjugué

Il. Phase de terminaison

L + L —— L~

Wv=\/\ + Ok +L Radical lipidique
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Radical peroxyl \/m/\cooﬂ
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1

Hydroperoxyde lipidique

Figure 2: Peroxydation lipidique (Bonnefont-Roussaedt et al in Delattre et al., 2003).
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Figure 3: Nature de quelques modifications des chaés latérales d'acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).
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6. Systemes de défense antioxydant

Les antioxydants peuvent étre définis comme toutbstance qui présents a faible
concentration par rapport au substrat oxydableca&sable de ralentir ou d’inhiber I'oxydation de
ce substratPincemail et defraigne, 2004; Bonnefont-Rousselo2007; Masson, 2007)Les
systemes de défense antioxydant comportent desneszgux propriétés catalytiques spécifiques
(superoxyde dismutase, catalase, glutathion pesseyd couple thiorédoxine/thiorédoxine
réductase, heme oxygeénase, peroxyrédoxine), mas das molécules hydro ou liposolubles de
petite taille (caroténoide, vitamine C et E, ghitan, acide urique, bilirubine, acide lipoique,
ubiquinone...), a cela s’ajoutent quelques proté{trasmsférrine, ferritine, céruloplasmine...) ainsi
gue certains oligoéléments (sélénium, cuivre, zipclls sont ainsi présents dans tous les
compartiments de l'organisme qu’ils soient intrbdaires, membranaires ou extracellulaires
(Figure 5)(Mcardle et al., 2004; Pincemail et defraigne, 2004; Moussard, @6).

Figure 5: Répartition des antioxydants dans la cellle (Gardés-Albertet al., 2003).
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6.1. Systémes antioxydants enzymatiques
6.1.1. Superoxyde dismutase (SOD) (E.C.1.15.1.1)

La superoxyde dismutase est une métalloenzyme atalyse la dismutation mono-
électronique de l'anion superoxyde en peroxyde dfbgene et en oxygen@incemail et al.,
2002; Soares, 2005 ette réaction se déroule principalement dangttgptasme.

20,+2H—S0D ___, ©+H,0,

Il existe trois isoformes de la SOD qui différerdr geurs structures quaternaires, par le

métal de transition présent dans leurs sites aitifs que leurs localisations cellulaires:

» Les SOD a cuivre et a zinc (Cu,Zn-SOD) essentiadlgrprésentent dans le cytoplasme des
cellules eucaryotes.

» Les SOD a manganese (Mn-SOD) chez les procarydtetares les mitochondries des
eucaryotes.

» Les SOD a fer (Fe-SOD) chez les procaryotes unigaé(Bonnefont-Rousselot et al in
Delattre et al., 2003; Soares, 2005; Borg et Reeber, 2008 ).

6.1.2. Catalase (E.C.1.11.1.6)

La catalase est une enzyme tétramérique trés rapaaans les tissus des mammiféres,
essentiellement dans les peroxysomes d’hépatoeytiss hématied’incemail et al., 2002; Borg
et Reeber, 2008)Cette enzyme catalyse la réaction de dismutatiorpehoxyde d’hydrogéne
(H20,) en Q et HO (Servais, 2004; Hornet al., 2005),la réaction se fait en deux étapes:

Catalase-Bet H,0, » ComposélsH
Composél + 3D, » Catalasette HO+ O,
Bilan : 2,8, > 20+ O

6.1.3. Glutathion peroxydase (GPx) (E.C. 1.11.1.9)

La GSH-Px est constituée de quatre sous unitégiguats comportant un atome de sélénium
intégré dans le site actif sous forme de sélénénysidans chaque sous unité. Elle est présente dans
le cytoplasme et dans la mitochondrie.

|
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Cette enzyme catalyse la réaction qui couple laatah de HO, ou plus généralement les
hydroperoxydes d’origine lipidigue (ROOH) avec Kabation du glutathiorfServais, 2004)selon
le mécanisme catalytique suivant:

28, + 2 GSH » 2,8+ GSSG

ROOH + 2 GSH——>»  ROH 30+# GSSG

Afin de maintenir le rapport GSH/GSSG constant darcellule, le glutathion oxydé formé
est ultérieurement régénérer sous sa forme rédeafe, est rendu possible par I'oxydation du
NADPH, H" (fournis par la voie des pentoses phosphatesegid’enzyme glutathion réductase
(Pincemailet al., 2002; Hornet al., 2005)

6.1.4. Glutathion S-transférase (GST) (EC 2.5.1.18)

La Glutathion S-transférases (GST), joue un rOl@artant dans la détoxification des
composeés électrophiles, en catalysant des réactiensonjugaison entre le glutathion et ces
substances nocivéSownsendet al., 2003; Soares, 2005).

6.1.5. Autres enzymes antioxydantes

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxysl@oi@me les peroxyredoxines, 'héme
oxygénase, les thiorédoxines réductase ou lesettigines peroxydase€es enzymes permettent
la réduction des fonctions R-SS-R en R-EFbwnsendet al., 2003; Koji et al., 2008).

En outre, il existe une coopération étroite entsednzymes antioxydantes. L’activité SOD
conduit-elle simultanément a la détoxification g'@t a la production de peroxyde d’hydrogéne

(composé a pouvoir oxydant), qui doit alors étres @n charge par le systeme catalase et/ou
peroxydas€Moussard, 2006).

6.2. Systémes antioxydants non enzymatiques

6.2.1. Glutathion
Le glutathion ouy-glutamyl-cystéinyl-glycine est un tripeptide atype existe sous deux
formes l'une réduit (GSH) et l'autre oxydée (GSS6G@rvais, 2004; Hornet al., 2005; Borg et

Reeber, 2008)Le groupement thiol confére au glutathion un Bantioxydant. Il agit en tant que

réducteur vis-a-vis de nombreuses especes oxydgeme Q, OH, RO, RGO, ainsi que les

radicaux centrés sur le carbone R
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Les molécules de glutathion cédent des électrons dorme d’'atomes d’hydrogéne a ces
substances oxydées afin de les régénérer en géa@sradicaux thiyles G§Soares, 2005; Koji
et al., 2008; Krid, 2008),selon les réactions suivantes:

GSHOH ——— » GS H,O
GSH+RQ —— » GS+ ROOH

GSHR ——— » GS RH

La régénération de la fonction thiol s’effectue agré la glutathion réductase qui utilise

comme coenzyme réducteur le NADPH, (Martini et Seiller, 2006; Borg et Reeber, 2008).

6.2.2. Oligoéléments

Le sélénium (Se) ainsi que d'autres oligoélémeels que le cuivre (Cu), le manganése
(Mg), le zinc (Zn) et le fer (Fe) possedent desppétés antioxydantes. lls jouent le réle des
cofacteurs afin de maintenir I'activité catalytiqdes différents enzymes antioxydant@sicemail
et defraigne, 2004; Servais, 2004; Bonnefont-Rousse 2007).Les oligoéléments peuvent aussi
participer au maintien de la concentration de kamine E (particulierement le zinc) et de la
métallothionine, stabilisent la structure membrematt prévient la production endogéne des
radicaux librefTownsendet al., 2003; Bonnefont-Rousselot, 2007Pes apports insuffisants en
oligoéléments seraient ainsi susceptibles de rédigis capacités de défense antioxydante de

I'organisme.

6.2.3. Vitamine C « acide ascorbique »
La vitamine C ou acide ascorbique est un antioxiydgdrosoluble présent dans les liquides
extracellulaires et dans le cytosol. Elle a un mpauvéducteur puissant vis-a-vis les radicaux

hydroxyles OH, superoxydes @et peroxyles RQ (Horn et al., 2005; Martini et Seiller, 2006).

En réagissant avec ces divers oxyradicaux, l'a@deorbique (AscH) est oxydé en acide

déshydroascorbique selon les réactions suivantes :

AscH + OH > Asce H,O
AscH+ O » Asct ROOH
AscH+ RO>, » Ascr ROOH

|
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La vitamine C exerce également un réle protectanr@duction des ions métalliques Fe
en Fé&? et Cu? en Cd), qui ne peuvent donc plus déclencher des réactienFenton. Aussi elle
agit en synergie avec d'autres antioxydants eniséadt leurs formes radicalaires assurant, ainsi
leurs régénération et prévenir par conséquent tlatign des lipidegBourgeois, 2003; Graille,
2003; Martini et Seiller, 2006).

L’acide ascorbique est maintenue sous forme rédsitée a une dismutation de la
déshydroascorbate réductase (qui utilise le glisatbomme cofacteur) et une NADH réductase
(Graille, 2003; Horn et al., 2005).

6.2.4. Vitamine E « tocophérols »

La vitamine E est un antioxydant liposoluble, regre un ensemble de composés
phénoliques appelés tocophéral {3, y, 8) c’est l'a-tocophérol qui est biologiquement le plus
efficace. Le caractere hydrophobe de la vitamirgi permet de s’'insérer au sein des membranes

cellulaires et des lipoprotéines ou elle joue le un donneur d’hydrogéne grace a sa fonction
phénol réductrice vis-a-vis les radicaux peroxiR€©{), hydroxyle (OH), I'anion superoxyde (£
et 'oxygéne singulet'Q,), empéchant ainsi la peroxydation lipidigiBonnefont-Rousselot et al
in Delattre et al., 2003; Soares, 2005; Martini et Seiller, 2006En réagissant avec ces divers
especes radicalaires, le tocophérol (TocOH) est@®ygn radical tocophéryle (TogQce dernier
sera ensuite régénéré par la vitamine C et le thiota(Pincemail et al., 2001; Graille, 2003;
Krid, 2008).

R® TocOH ——» ROOH + TocO

‘OH+ TocOH ——» B + TocO

Le systéeme antioxydant non enzymatique renfermetida substances endogénes parmi
lesquelles on peut citer la bilirubine (capablepager les radicaux peroxyles et 'oxygéne singulie
protégeant ainsi l'albumine et les acide gras Bé$albumine des attaques radicalaires), les
protéines chélatrices des métaux de transition a@iimptoglobine, la ferritine, I'albumine et la
céruloplasmine (agissent en diminuant la dispaidbit’agents prooxydant comme les ions
Fe*/Fe’* ou CH'/Cu’ permettant par ce biais de prévenir la producties radicaux libres par la
réaction de fenton), les métalothionines (mélamnenélatonine permettant aussi la neutralisation
des métaux de transition) et I'acide uriq\falko et al., 2007; koji et al., 2008).
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En outre, les caroténoides et les polyphénols éppdar I'alimentation) sont également
considérés comme antioxydant. Les polyphénols géntralement des piégeurs des RL et des
composes issus de la peroxydation des lipidesoltdé donc susceptibles d’inhiber les chaines de
peroxydation lipidiquéGardés-Albert et al., 2003; Martini et Seiller, 2006; Masson, 2007 ).

Les caroténoides piegent 'oxygéne singulet, geadsurs structures tres riches en doubles
liaisons (sous faible pression d’oxygene). lls sardsi capables de piéger des radicaux pyroxyles et
protege ainsi les LDL, ils ont le pouvoir de terprifies réactions en chaine de lipoperoxydation
(Gardés-Albert et al., 2003; Masson, 2007).

En plus l'organisme a également la capacité dehsyiser quelques antioxydants aussi
retrouvés dans l'alimentation comme l'acide alppaique et le coenzyme 1§ (Ubiquinol)
assurent le piégeage des radicaux libres et leclagy des tocophérols et du glutath{eohen et
Nyska, 2002).

&
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CHAPITRE III : Nigella sativa
1. Position systématique

Régne : Plante

Sous régne : Cromophyte
Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Ranunculales

Famille : Ranunculaceae

Genre : Nigella

Espece : sativa

Non binominal Nigella sativa (Llinares, 2005; Meziti, 2009).

2. Dénomination

Le non nigelle vient du latin « nigellus= noiratreElle est dénommeée en francais «nigelle »
et ses non vernaculaires « nigelle cultivée », elfe», « herbe aux épices », «cumin noir »,
« poivrette ». Dans la littérature internationatel® trouve sous les noms « black seed » ou «blac
caraway » en anglais, « Melanzio » en italien, hwseczkummel » en allmend et « habba sawda
¢lasudl L) 5 ou « habat el-barakas il 4s » en arabgFournier et Pett, 1999; Ferdinand, 2006).

3. Description botanique
La nigelle cultivée est une plante herbacée anmaetige dressés ramifiée qui peut atteindre
30 a 60 Cm de hauteur, ses rameaux sont courteegséd(Beloued, 1998; Ferdinand, 2006;
Ahmad et al., 2013).Ses feuilles pennées, sessiles, a lobes étraitsédlés a linéaires, elles sont
dentées et d'une couleur veftserin, 2001; Wichtl et Anton, 2003).
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Fleurs sans involucre, étoilées et petites de Zyb d& diametre, comportent un calice
régulier a 4 sépales pétaloides et caducs, blamogeatres. Une corolle généralement avec 8
petits pétales, de colleur blanc bleuté a 2 leggessidérés comme des staminodes ou des nectaires)
et de nombreuses étamines insérées sur le ré@maentre les deux une couronne constituée de 5
a 10 feuilles a onglets nectariféres. Elles congmaraussi, 6 a 10 carpelles un peut verruqueux,
soudé entre eux presque jusqu'au sommet et uresefivigure 6)Llinares, 2005; Ait youssef,
2006).

Le fruit de la nigelle cultivée est constituée d#idule sec et déhiscent, s’ouvrant de lui-
méme a maturité par une fente interne, et formé&ipararpelle imparfaitement soudé renferment de
nombreuses grains de couleur foncée (noire ou jguedatre) et de tres petite taille d’environ 1,5
mm de longueur sur 1 mm de large et qui ont uneircaematique (Figure 6). Les graines ont une
forme pyramidale et ont des faces triangulairegisibiement planes, marquées de rides
transversales et finement chagrinées (leur amastddanche et huileusé)Vichtl et Anton, 2003;
Llinares, 2005).

4. Origine et habitat

La nigelle est une herbe originaire de I'Asie decitale et de I'Europe méridionale
(Fournier et Pett, 1999; Wichtl et Anton, 2003).Elle se développe surtout dans le Tell et les
terres semi-arid€Ait youssef, 2006; Meziti, 2009)Elle y est trouvée aussi dans les cultures et sur
les pelouses. Maintenant elle est cultivee darsigalus régions du monde surtout dans l'aire Ibéro-
Mauritanienne, le bassin Méditerranéenne et ea (lRdurnier et Pett, 1999; Ait youssef, 2006).

La nigelle est cultivée, ou échappé des jardinpaut partout en AlgérigBeloued, 1998).
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E : Fruit <

B : Fleul C: Tige D : Feuille

Figure 6: Aspect morphologique duNigella sativa (Llinares, 2005).
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5. Principaux constituants
Les graines de la nigelle contiennent:

» Une huile graisse (35 a 40%)constituée surtout des esters du glycérol et detes
(linoléique, oléique et palmitigue), mais aussi duteneur relativement élevée en
tocophérols. La présence d’autres acides gras agatiément détectée mais a des valeurs
négligeables (myristoleique, palmitoleique, mamyae, arachidonique (0,01% a 0,4%)
eicosenoique, behénique, lignocérique, acide gahmo&énique (0,1% a 1%))Salem,
2005; Ahmadet al., 2013).

» Des huiles essentielles (1,4 % a 1,9%)onstituée surtout de monoterpénes (p-cyméne,
pinéne, carvacrol ...) de thymoquinone ainsi que aeaibellone (composé carbonyle)
(Figure 7)(Llinares, 2005; Meziti, 2009).

» Autres constituants: du méme les graines de la nigelle contiennensdeses, des gommes
(sucre réducteur et polysacharide), des substamad®sminoides, une sapnoide (la
mélanthine), des protéines (avec dominance de deaglutamique (22,4%) d’acide
aspartique (10,05%) et d’arginine (9,18)), desludgsides de flavonols (la quercétine 3-
glycosyl (1-2) glactosyl (1-2) glucoside, kaempfé®glycosyl (1-2) galactosyl (1-2)
glucoside et quercétine 3-(6-feruloglucosyl) (1gBctosyl (1-2) glucoside), des substances
minérales (potassium, calcium, fer, sodium, sél@piat des vitamines (vitamines BB;,

Bs, PP et I'acide folique, IA-caroténe et la vitamine,K un suc amére nommeé nigilline, un
alcaloide (la connigelline) et des tanins (Figuje(Salem, 2005; Ait youssef, 2006;
Ferdinand, 2006; Meziti, 2009).

En effet, la teneur de ces différents constituaatse selon les conditions géographiques et
climatiques ainsi que les méthodes d’études (etidraet détection).

Les grains avant maturité et plus encore les f=iilenferment des saponines qui expliquent

une certaine toxicité.

|
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Figure 7: Structure chimique des composés actifs cNigella sativa (Salem, 2005).
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6. Usage en phytothérapie

Nigella sativa est 'une des plantes les plus utilisées a traleeraonde dans la médecine
traditionnelle surtout en Moyen Orient et plus jgaiterement chez les musulmans influencés par
la parole prophétique. Bukhari rapporte le haditivant de la bouche d’Abu Hurayra qui affirme
avoir entendu le prophete Mohamed (priere et shhltah soient sur lui) dire : « utilisez dans vos
soins la graine de nigelle, c’est un reméde cdotrs les maux a I'exception de la mort ».
£ sudl Lall o3gy aSile " JE ol g agle il s ) Jmsy Of dle B a5 008 (2 o alue 5 A maa 3

SMsallh JE ML L gt i ML) Y) e S e elid Lggd

Les graines et I'huile qui en est extraite sontdeax parties de la plante les plus utilisées
depuis des sieécles comme remede naturel contrenutitude de maux. Pris tout seule ou bien en
combinaison avec d’autres produits (miel, lait..l)es traitent les troubles broncho-pulmonaires
(asthme, toux, états grippaux) et gastraux intagkn(carminatif, cholagogue et vermifuge).
Ecrasées et prises dans de I'eau et du lait lésegraleNigella sativaétaient réputées efficaces
contre la constipation, favorisent la digestionulagent les douleurs gastriques et combattent
flatuliences, ballonnements et coliques. Elles iaatades propriétés antiseptiques (expulse les vers
intestinaux), antispasmodiques (sous forme d'uroctécdans I'eau a raison de deux verres par
jour). De plus elles traitent les maladies cardsoudaires et inflammatoireSalem, 2005; Gali-
Muhtasib et al., 2006).

La décoction dans de I'eau et de vinaigre en baibauche calment les maux des dents,
tandis que la respiration des grains écrasés darmge soulage les maux de t§terdinand,
2006; Ahmad et al., 2013). Les grains de la nigelle peuvent étre aussi en@slaan moyen de
fumigation ou encore par voie rectale, incorporésled formules de suppositoire contre les
hémorroides. Sous forme de poudre et a faible dles sont également utilisées dans certain
circonstances comme réchauffant et comme antipgyrétiainsi que comme antidote des poisons et
venins. Tandis qu’a forte dose elles sont diur@squgalactagogues et elles provoquent aussi
'apparition des réglegFerdinand, 2006). Les grains peuvent étre méme employés en usage
externe. La poudre de ces grains est incorporée gpommade pour traiter les eczémas, I'acné, les
verrues, les cors, le vitiligo et I'hémiplégie ddatparalysie facial et les paralysies des membres
(Wichtl et Anton, 2003; Ait Youssef, 2006).
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Des études récentes ont mis en évidenceNigella sativaposséde aussi des effetsti-

oxydants, anti-inflammatoires, anti-mutagénes  (dedreuse), anti  hépatotoxiques,

immunostimulants, antimicrobiens et hypotenseues @ses constituants bioactives notamment les

huiles essentielles (thymoquinone et nigellondggtomposés phénoliqu@sali-Muhtasib et al.,
2006; Ahmadet al., 2013).
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CHAPITRE IV : ACIDE ALPHA LIPOIQUE

1. Définition

L’acide alpha lipoique (AAL) est un disulfure cyglie présent dans toutes les cellules du
corps. Il joue un réle clé dans la production dendrgie en agissant comme un cofacteur de
différents complexes multienzymatiqgues notammenal@desi-cétoniques (alpha cétoglutarate et
la pyruvate déshydrogénase) catalysant les réactmrydatives au cours du meétabolisme
énergétique des protéines, des glucides et datesipil assure le transfert des groupes acyles au
sein de ces complexes enzymatiq(idern et al., 2005; Caylaket al. ,2008; Winiarska et al.,
2008; Yietal., 2011; Liet al., 2013).

L’AAL est lié par une liaison covalente de type dmia un résidu lysine de I'enzyme
correspondant formant ainsi une lipoamide (Figd)r@Horn et al., 2005; Voet et Voet, 2005).

Au cours de ces derniéres années de nombreuses éxgpoerimentales et cliniques ont mis
en évidence des propriétés hypoglycémiantes, #atimatoires et antioxydantes de L'AAL
(Abdel-Zaher et al., 2008; Winiarskaet al., 2008).

2. Structure et propriétés physicochimiques

L’acide alpha lipoique encore dénommé acide thgoeti correspondant chimiquement a
'acide 1,2-dithiolane-3-pentanoique ou acide Gi&idoctanoique. Sa formule brute esHz/0,S,
et sa masse moléculaire est égale a 206g/Gtubu et al., 2008; Winiarskaet al., 2008).1l a une
structure hétérocyclique, comprenant deux atomesodée lié entre eux par un pont disulfure qui
peut s’ouvrir réversiblement (Figure 9), et un cemd asymetrique qui donne lieu a deux isomeres
R-AAL et S-AAL (Navari-1zzo et al., 2002; Abdel-Zaheret al., 2008).En effet, la forme naturelle
est la forme R et est également la forme la pltiveadiologiquement tandis que la forme S est
synthétique et n'a que peu d’effets biologique®AL a I'avantage d’étre a la fois hydrosoluble et
liposoluble(Abdel-Zaher et al., 2008; Caylaket al., 2008; Liet al., 2013).

3. Biosynthese et apport alimentaire

L’AAIl provient de I'apport alimentaire ou de la Isiynthése hépatique (particulierement au
niveau des mitochondries) a partir de l'acide gratnoique et de la cystéine sous l'action de
'acide lipoique synthétag®lavari-1zzo et al., 2002; Ghibuet al., 2008 ).
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Figure 8: Sructure chimique d’un lipoamide (Voet et Voet, 200).
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4. Absorption et distribution
Apres digestion 'AAL est rapidement absorbé auealiy intestinale sous forme de
lipoillysine, par un transport NalépendanfShayet al., 2009 ).

Immédiatement apres son absorption (30 min enviebrgrace a son caractere amphiphile,
I'AAL se répartie dans tous les tissus de I'orgamespréférentiellement dans le foie et les reins. Du
méme, il franchit la barriere hémato encéphali@ustamanteet al., 1997; Ghibuet al., 2008 ).

5. Métabolisme
Au niveau intracellulaire, 'AAL de provenance exmg ou endogene est principalement
meétabolisé soit par:
» Réduction d’acide lipoique: en acide dihydrolipoique (ADHL ou l'acide 6,8-0Hi
octanoique), cette réduction s’effectuée sousibact
= Du glutathion réduit intra moléculaire: cette réactest tres lente.
= De certains enzymes spécifiques: la lipoamide dé#siggnase mitochondriale avec
oxydation de NADH et des réductases (glutathioructase ou thiorédoxine réductase)
cytosoligue avec oxydation de NADPH (Figure IBustamante et al., 1997; Navari-
Izzo et al., 2002; Ghibuet al., 2008 ).
> La B-oxydation: processus qui se déroule au niveau hépatiquei @tdyit la libération de
plusieurs métabolites au niveau du plasma notammietide bisnorlipoique,
B-hydroxibisnorlipoique et tétranorlipoique (Figur@) (Bustamanteet al., 1997; Shayet
al ., 2009).

En effet, ces métabolites ont les mémes proprié&speutiques de I'AAL. Le métabolite

qui serait le plus actif est I'acide dihydrolipo&yu

6. Elimination

Une fois métabolisé, les métabolites d’AAL sontidement éliminés (3 a 6h apres leurs
métabolisations), I'excrétion s’effectue essergimient par voie urinaire, seul 4% étant éliminé dans
les feces témoignent I'existence d’un cycle entépatique(Abdel-Zaher et al., 2008; Moraeset
al., 2010)
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7. Mode d’action et effets thérapeutiques

7.1. Effet antioxydant

Le groupement thiol confere a I'AAL ainsi que sestabolites notamment l'acide
dihydrolipoique un pouvoir antioxydant puissant. plas, son caractere amphiphile lui permet
d’agir tant au niveau des membranes cellulaireglitjpes qu’au niveau des parties intra et
extracellulaires aqueuséNavari-1zzo et al., 2002; Moraeset al., 2010 ) Plusieurs mécanismes
sont évoqueés:

= |Is peuvent piéger plusieurs types des radicawediten les neutralisants. lls réagissent

essentiellement avec le radical hydroxyl@H), les radicaux peroxyles (RQ I'acide

hypochlorique (HOCI) et I'oxygene singulet j@Bustamanteet al., 1997; Navari-1zzo

et al., 2002; Abdel-Zaheret al., 2008; Winiarskaet al., 2008).

= |Is sont capables d’'inhiber la formation des radiclbres puis qu’ils piegent les métaux
de transition impliqués dans la synthése du radigaroxyle. Du méme ils peuvent
chélater les métaux lourds. En se liant a ces @exiils facilitent leur excrétion, réduisent
leur absorption et empéchant ainsi I'intoxicatioa kbrganisme(Moini et al., 2002;
Moraeset al., 2010).

» |Is sont capables de régénérer les formes réddée®rtains antioxydants a partir de leurs
formes oxydées (recycler partiellement d’autresoagtants notamment le glutathion, la
vitamine C, la vitamine E et I'ubiquinol) augmentainsi leurs durées de vie et leurs
efficacités (Figure 11jBustamanteet al., 1997; Navari-1zzoet al., 2002; Caylaket al.
,2008)

= Réparation des dommages oxydatifs par des mécanis@lallustrés a I'heure actuelle, ce
qui le rend particulierement efficace dans la pnéea de la dégradation des constituants
cellulaires(Moini et al., 2002; Yiet al., 2011 )
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Figure 10: Voiegnétaboliques de I'acide lipoique (Shagt al ., 2009 ).
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Figure 11: Mécanismes de régénération des antioxydanendogénegpar I’ acide lipoique et
I'acide dihydrolipoique (Ghibu et al., 2008 ).
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7.2. Effet hypoglycémiant

En cas du diabéte I'AAL agit afin de régulier lg@mie par deux mécanismes:

= Stimule la fonction de l'insuline: 'AAL augmente Itransport du glucose au sein des
cellules spécialisées en stimulant ses transpariglutl et Glut4). Du méme il réduit la
libération du glucose hépatiq@doini et al., 2002; Cakatay, 2006)

= Réduit la résistance a linsuline: En augmentant sensibilisation des récepteurs
membranaires, ce qui provoque l'ouverture de learsgux, favorisant ainsi la pénétration
de I'insuline dans les cellul¢€ho et al., 2003; Ghibuet al., 2008)

L’AAL peut aussi prévenir les complications diab@es (la neuropathie, la
cardiomyopathie, la rétinopathie et la cataract®),réduisant les taux anormalement élevée du
céruloplasmine chez le patient diabétique. Cet efé¢ lié aux propriétés antioxydantes de I'AAL
particulierement a 'augmentation du niveau desyeres antioxydantes endoger{&sintet et al.,
1999; Sunget al ., 2005; Ghibuet al., 2008; Shayet al., 2009)

7.3. Effet anti-inflammatoire

Des études récentes, aussi hieritro qu'in vivo ont démontré I'effet anti-inflamatoire de
'AAL. En effet, L'AAL agit par réduction de I'exmgssion des molécules d’adhésion [telles que la
E-sélectine, la vascular cell adhésion molécul®@AM-1) et I'intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1)], en inhibant I'activation d’'IKB Kinase eayme impliquée dans la libération du facteur
nucléaire NF-KB (régulateur de I'expression de geresponsables de la synthése des molécules
d’adhésion et d’autres médiateurs de linflammataprés chélation passant également par la
chélation des métaux de transition notamment lerepla diminution d’expression des molécules
d’adhésion entraine une moindre adhésion des eslll# défense au niveau vasculaire conduisant
alors a une protection vis-a-vis le développemesd gathologies initiées par un processus
inflammatoire (atherosclerosis, asthm, rheumatailarig (Kunt et al., 1999; Sunget al ., 2005;
Ghibu et al., 2008; Shayet al., 2009)

De plus I'AAL est capable de diminuer I'expressiendothéliale de fractalkine (gy),
cette nouvelle chimiokine est capable d’agir de igr@endirecte sur les phénomeénes d’adhésion des
monocytes et des lymphocytes T aux cellules entatbg(Berg et al., 2008; Moraeset al., 2010;

Yi etal., 2011)
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7.4. Autres effets
En complément de tous les effets évoquées précedetiiAL:

= A une action protectrice du foie contre les cirg®st les diverses formes d’hépatite.

= Améliore la conduction nerveuse et pourrait fawarida régénération des cellules
nerveuses (en prise prolongé).

= Protége contre les maladies cardiaques en empéuhayatation du LDL cholestérol.

= Améliore l'oxydation des cellules, notamment su#edes chocs tels que ischémie
réperfusion, crises cardiaques, opération chiratgget traumatismes divers.

= Inhibe I'activation de la xanthine oxydase qui jouwe réle trés important dans les cas
d’ischémie-reperfusion.

= Prévient les symptdmes de vieillissement graceefiiexs antiglycations et antioxydants.

= Stimule la production d’énergie puisqu’il facilite transformation de la nourriture ingérer
en énergie (élément clé du métabolisrt@)stamanteet al., 1997; Voet et Voet, 2005;
Campbell et smith, 2006; Berget al., 2008 ).




1|

i
~




III\H\H.

|
|||uuu.

|||uuu.

|y

||IHHH~

'y

|||mm-

IIIHHH-

|||uuu.




Matériel et méthodes

1. Etude phytochimique
1.1.Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué d’hulks graines dHligella sativaa été procurée
du marché local d’Annaba (Huilerie Aboulkacem). Wile est extraite par pression a froid des
graines deéNigella sativad’origine Algérienne.

1.2. Teneur en flavonoides, en tanins et en polyghols de I'huile deNigella sativa

1.2.1. Dosage des flavonoides totaux
» Principe
Le dosage des flavonoides totaux est effectué dalométhode décrite pathishen et al.,
(1999). Elle est basée sur un test colorimétrique utilidantrichlorure d’aluminium AlG. Ce
dernier forme des complexes acides stables sait lavearbonylC=0 en position C-4) soit avec
le groupe hydroxyle (en C-3 ou C-5) des flavoneded flavonols, mais également avec les
groupements orthodihydroxyles (éventuellement mtdssur le noyau A et/ou B) des flavonoides.
Ces composés présentent une absorbance maximadeii 4
» Mode opératoire
1.5 ml du méthanol est ajouté a 0.5ml de la goiutde I'échantillon de concentration
1mg/ml. Ensuite, nous avons ajouté 0.1ml de latewlde AICE a 10%, 0.1ml d’acétate de sodium
1M et 2.8ml d’eau ultra pure (bidistillée). Le m&ge est agité vigoureusement puis laissé pendant
30 minutes a I'obscurité avant de lire la densfigque a 430nm.
» Calcul de la concentration
La teneur en flavonoides totaux est calculée arpht’équation d’une courbe d’étalonnage
de quercétine (0.1mg/ml) réalisée préalablemenst des mémes conditions avec six nivaux de
concentration (Figure 12).
Les teneurs en flavonoides totaux sont expriméeagd’équivalent quercétine par gramme
de matiere végétale seche (mg EQ/g Ms) ou en mguivélent quercétine par gramme d’extrait
(mg EQ/g extrait).




Matériel et méthodes

1.2.2. Dosage des tanins condensés
» Principe
Le dosage des tanins condensés a été réalisé paéthende décrite palulkunen-Titto,
(1985)utilisant la vaniline. Cette derniére réagit aves flavan 3-ols libres et I'unité terminale des
proanthocyanidines donnant une coloration rouge tionensité est proportionnelle au taux de
flavanols présents dans le milieu et qui représentmaximum d’absorption a 500nm de longueur
d’onde.
» Mode opératoire
Nous avons procédé aux étapes suivantes:
= Préparer deux séries de tubes a essai (deux tahesdaque série).
= 1ml de la solution d’échantillon de concentrationglml| a été introduit dans un tube
de chacune des deux séries.
= Ajouter 5 ml de la solution vanilline a 1%, HCI &o8(réactif de l'analyse) dans
chacun des tubes de la premiére série a 1 minunteid/alle.
= Ajouter 5 ml de la solution HCI a 4% dans chacus tbes de la deuxieme série a 1
minute d’intervalle.
= Les tubes sont ensuite introduits au bain mari@°&€ endant 20 min.
= Lire les DO a 500nm en respectant l'intervalle @&uminute.
» Calcul de la concentration
La teneur en tanins condensés est calculée a gartiequation de la courbe d’étalonnage
de catéchine (0.3mg/ml). Cette courbe a été réatla@s les mémes conditions avec six niveaux de
concentration (Figure 13). Les teneurs en tanimg sgprimées en mg de catéchine par gramme
d’extrait (mg catéchine/g extrait).

1.2.3. Dosage des polyphénols totaux
» Principe
Le dosage des composés phénoligues a été effattuela méthode dé/olfe et al., (2003)
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteau. L’'oxydati des phénols, réduit ce réactif en un composé de
couleur bleue, lintensité de la couleur est prdpanelle au taux des composés phénoliques

oxydés.
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» Mode opératoire
1.5 ml de réactif Folin-Ciocalteau dilué 10x gsgé a 200ul de la solution d’échantillon
de concentration 1mg/ml. Le mélange est agité vigggement puis incuber a I'obscurité pendant
5min a 25°C. Ensuite, 1.5ml de carbonate de sodNapCO; (60g/l) est ajouté. Le mélange est
incuber a I'obscurité pendant 90min a 20°C avadireda densité optique a 725nm.
» Calcule de la concentration
La teneur en polyphénols totaux est calculée armhat’équation de la courbe d’étalonnage
de l'acide gallique (0.2mg/ml). Cette courbe a é@lisée dans les mémes conditions avec cing
niveaux de concentration (Figureld). Les teneurp@gphénols totaux sont exprimées en mg
équivalent d'acide gallique par 100 gramme d’eéxfrag EAG/100g extrait).
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Figure 12: Courbe d'étalonnage de fguercétine (0.1mg/ml).
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Figure 13:Courbe d'étalonnage de la catéchine (0.3mg/ml).
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Figure 14: Courbe d'étalonnage de KE&de gallique (0.2mg/ml).
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1.3.Evaluation du potentiel anti-radicalaire

1.3.1. Test de DPPH
» Principe

Le potentiel antradicalaie est déterminé selon la méthodeRBleis, (1958),utilisant le
2.2-diphényl-1-picryl-hydrag (DPPH) Ce dernier agit emant qu’'un radical libre stable a u
température ambiante. Le principe de cette métlestidbasé sur la réduction du DPPH pai
antioxydant présent dans le composé a tester @eén@nt les composés phénoliquformant un
nouveau composé de coloration jaune ure 15. Ce dernier montrait un spectre d’absorptic
517nm.

(CWs Lo

\ 517 nm )

Figure 15: Réaction de réduction de DPPH.

» Mode opératoire
A parir de I'échantillon & analyson prépare la solution mére (Lmg/ml) & partir dgualle
on prépare plusieurs solutions a différentes canagors par dilution (on obtient une gamme (

concentrations). Les différentes étade mode opératoire sont représemigsle tableau suive:

Réactifs Blanc Totale 10(% Essai
Echantillon (ml) - - 2
DPPH (0.3 mM) (ml) - 2 2
Ethanol (ml) 2 2 -

Apres agitation par un vortex, les tubes sont placd’obscurité a température ambia

pendant 30 minutes’absorbanc est mesurée a 517 nm.
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» Calcule du potentiel anti-radicalaire
Le potentiel anti-radicalaire est déterminé en &31d’1G;,, concentration de I'extrait qui
exerce 50% d’inhibition des radicaux libres DPPlduiPcalculer I'lGo de I'échantillon, il faut
tracer une courbe qui représente le pourcentagdibition (P1) en fonction de la concentration.
Les résultats peuvent étre exprimés en tant queeeotages d’activité anti-radicalair, en utilisént

formule suivante:

Do T 100% — DO essai

X X
)x100  ou DO T 100% .

o ( DO essai
h DO T 100%

1.3.2. Test de NBT/Riboflavine
> Principe
Dans ce teste, nous avons utilisé la méthodetdgmarYen et Chen, (1995)La génération
du l'anion superoxyde se fait par I'oxydation de ridoflavine couplée a la réduction de
nitrobluetetrazolium (NBT). Le composé libéré (faman) présente un spectre d’absorbance a
560nm. L'effet antioxydant est traduit en pourcegeta’inhibition de la formation de formazan par
rapport au contréle négatif (ne contient pas laixi teste).
» Mode opératoire
A partir de I'échantillon & analyser on préparsdéution mére (1mg/ml) & partir du la quelle
on prépare plusieurs solutions a différentes canagons par dilution (on obtient une gamme des

concentrations). Les différentes étapes de modeatmiee sont représentés par le tableau suivant:

Réactifs Blanc Totale 100% Essai
Tampon phosphate (67mM) f@l) 800 800 800
H,O distillée (ul) 600 500 400
EDTA,Na (ul) 100 100 100
Echantillon (pl) - - 100
NBT (1.5mM) (pl) - 100 100
Riboflavine (0.12mM) (ul) 50 50 50

On agite et on incube pendant 5min sous une lamagauteau, I'absorbance est mesurée a
560nm.
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» Calcul du potentiel scavenger de I'anion superoxyde
Il est déterminé en termes dg§Cconcentration de I'huile ddigella sativaqui exerce 50%
d’inhibition. Pour calculer I'lGy de I'échantillon, il faut tracer une courbe pountegge d’inhibition
(P1) en fonction de la concentration. Les résuldavent étre exprimés en tant que pourcentages
d’activité scavenger de I'anion superoxyde, engatit la formule suivante:

DO esai
DO T 100%

) o Do T 100% — DO esai —
ou DO T 100%

PI=<1—

2. Etude biologique

2.1. Animaux et régime

Dans notre étude, nous avons travaillé sur 36 biasc malesRatus ratusde la souche
Wistar provenant de linstitut Pasteur d’Alger (tend’élevage, El Kouba-Alger) d’'un poids
moyen de 235+10g. Ces rats ont été soumis a umedpéd’adaptation de deux semaines environ
aux conditions de I'animalerie de la faculté deersmes (département de biochimie université
d’Annaba) a des conditions ambiantes de tempérg@8#2°C) et d’hygrométrie (40%), ainsi
gu’une photopériode naturelle.

Les rats sont élevés dans des cages en polyéthylan sont tapissées d'une litiere
constituée de copeaux de bois. Les cages ont &tyées et la litiere changée tous les deux jours
jusqu'a la fin de I'expérimentation. lls ont étéunes avec un concentré équilibré (ONAB, EI-

Harrouche), dont la composition est détaillée danableau 2.

Tableau 2: Composition de 1 kilogramme d’alimen

Matiere alimentaire | Quantité en g/kg d'aliment | Pourcentage (%)

Mais 620 62
Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0
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2.2. Traitement des rats
Les rats ont été répartis en deux groupes expéramenchaque groupe est composé de 18
rats, il s’agit de:

» Croupe A: rats non traités recoit 2 ml d’eau distilpar voie orale.

» Croupe B: rats traités par I'huile de nigelle (NSgison de 2 ml/Kg du poids corporel (PC),
cette dose a été choisie selon les travauXaitrii et al., (2002); Mahmoudet al., (2002);
Kokdil et al., (2005). L’huile de nigelle a été administrée aux rats e orale (per 0s) a
'aide d’'une seringue une fois par jours a un terfips (10:00 du matin) pendant cing
semaines.

Apres cing semaines de prétraitement le groupet Audxlivisé en trois sous groupes de six
rats chacun, il s'agit de:

= Sous groupe (A T): témoins sain, les rats recoivent 2ml d’eastiliite par voie orale

= Sous groupe (A AICI3): rats traités par le chlorure d’aluminium A$Cffournit
par Sigma chemical co. (USA)) préalablement mélaray&c I'aliment a raison de 34
mg/kg du PC, cette dose a été choisie selon lgauxadeEl-Demerdash, (2004);
Newairy et al., (2009).

= Sous groupe (& AICI; + AAL): rats traités par I'AIC{ avec la méme dose que celle
du sous groupe Aavec supplémentation quotidienne en acide algitddue dissout
dans I'eau distillée a raison de 35 mg/kg du PCvpéar orale, cette dose a été choisie
selon les travaux delalarkodi et varalakashmi, (2003); Prahalathanet al., (2006).
Cette solution a été administrée aux rats unegaisjour a un temps fixe (11:00 du
matin).

Du méme le groupe B est subdivisé en trois souspg®de six rats chacun, il s'agit de:

= Sous groupe (B AlCIz+ AAL+NS): rats traités par AlG) AAL et NS avec les mémes
doses que celle des sous groupgsPAet B; respectivement.

= Sous groupe (B AICl; +NS): rats traités par I'AlGlavec la méme dose que celle du
sous-groupe Aavec supplémentation quotidienne par voie oraldN8na raison de
2ml/kg du PC a un temps fixe (10:00 du matin).

= Sous groupe (B NS): rats traités par 'huile de nigelle a raistsm2mi/kg du PC par

voie orale une fois par jours a un temps fixe (Q@Q matin).

Le traitement par AlGlainsi que par les combinaisons AJ€AAL, AICI3+AAL+NS et
AICl 3+ NS est poursuivi pendant 21 jours.
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Les animaux ont été pesés tous les septe jourapetalite la période de traitement afin de
suivre I'évolution du poids corporel. De plus, Bnsommation quotidienne de l'aliment et de I'eau
de boisson ainsi que la quantité d’aluminium ingévét été également mesurées quotidiennement

au cours de I'expérimentation.

3. Sacrifices des rats et prélevement des écharuitls

A la fin de 'expérimentation les différents grospae rats sont sacrifiés par décapitation.

3.1. Prélévement sanguin

Les prélevements ont été réalisés soit:
» Sur des tubesBDTA, pour déterminer la formule de numération samg (FNS).

» Sur des tubes héparinés, centrifugés ensuite (h0an8000 tours/min) afin de séparé le
culot du plasma, qui a été conservé a -18°C pouddeage ultérieur des parametres
biochimiques a I'exception du fer, tandis que ldotwa été utilisé pour récupérer les
érythrocytes. Le lavage des érythrocytes a étéséeatlon la méthode décrite amdgeet
al., (1963). Les érythrocytes précipités sont lavés trois foiscaun tampon phosphate
(0.1M, pH 7.4) et centrifuger a 3000 tr/min penda&tmin. Le culot cellulaire obtenu sur
héparine servira pour mesurer les parametres esssbixydatif.

» Sur des tubes sec, sans anticoagulant, centrifrggsgte (10 min & 3000 tours/min) afin de

récupéré le sérum, qui a été conservé a -18°Cdumar les hormones et le fer.

3.2. Prélévement des organes

Les animaux sacrifiés ont été pesés puis ouvertsalement aprés dissection des animaux
le foie, les reins, le coeur, les testicules eelweau sont rapidement prélevés, débarrassés e leu
tissus adipeux, rincés avec une solution de chdadersodium (NaCl a 0,9%) puis pesés. Ensuite la
moitié de chacun de ces organes a été conservés ldaformol afin de réaliser les coupes
histologiques. L'autre moitié a été conservée densongélateur (-18°C) pour le dosage des
parametres du stress oxydatif. La figure 16 schiémaes différentes étapes du protocole

expérimental.
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Figure 16: Schéma récapitulatif duprotocole expérimental.
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4. Détermination de la formule de numération sanguie (FNS)
La détermination de la formule de numération samg(FNS) a été effectuée a l'aide d’'un
automate de type « Selectra E »

5. Techniques de dosage

5.1. Dosage des hormones thyroidiennes et de latbassérone
Le dosage de la triiodothyronine sfTde la thyroxine () et de la Testostérone a été

effectué a l'aide d’un automate de type « Ellex9&@».

5.2. Dosage des parametres biochimiques

Le dosage des parametres biochimiques a été edfeetan les fiches techniques Spinreact.

5.2.1. Détermination de Il'activité d’alanine aminotansferase(ALAT/TGP, EC 2.6.1.2)
> Principe

L’alanine aminotransferase (ALAT) appelée ausgiutamate pyruvate transaminase (TGP)
catalyse le transfert réversible d'un groupe anairgartir de l'alanine aw-cétoglutarate formant le
glutamate et le pyruvate. Le pyruvate produit éduit en lactate par le lactate déshydrogénase JLDH
et le NADH selon le schéma réactionnel suivant:

Alanine #- Cétoglutarate ALT » Glutamate + Pyruvate
Pyruvate + NABH'—LDH » Lactate + NAD

Le taux de diminution de la concentration en NADBt directement proportionnel a

I'activité de I'alanine aminotransférase préseatdas I'échantillo{(Murray, 1984).

» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
Tris pH 7.8 100 mmol/l
L Teligelr L-alanine 500 mmol/l
NADH 0.18 mmol/l

R2 Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200 U/I
a- Cétoglutarate 15 mmol/l
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Pour préparer le réactif de travail nous avonsodissn comprimé du réactif,Rlans une
fiole du réactif R. Ce réactif est stable 21 jours a 2-8°C
> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (ul) 100

On mélange et on incube pendant 1 minute et orufatpremiere lecture de I'absorbance

optique (A) a 340 nm. L'absorbance optique (A)ree a nouveau 3 fois aprées 1, 2, 3, minutes.

» Calcul de l'activité

Activité ALAT (U /L) = AA /min x 1750

AA/ min: la valeur moyenne des trois lectures par minute.

5.2.2. Détermination de l'activité d’aspartate amiotransférase (ASAT/TGO, EC 2.6.1.1)
> Principe
L’aspartate aminotransferase (ASAT) appelée almsalbacétate de glutamate transférase
(TGO) catalyse le transfert réversible d'un groapene a partir de l'aspartate atcétoglutarate
formant le glutamate et l'oxaloacetate. L'oxalcgeeproduit est réduit en malate par la malate
déshydrogénase (MDH) et le NADiMurray, 1984).

AST

Aspartater- Cétoglutarate » Glutamate + Oxaloacetate

Oxaloacetate + NADH + H—MDH » Malate + NAD

» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
Tris pH 7.8 80mmol/l
R1 Tampon
L-aspartate 200mmol/I
NADH 0.18mmol/l
Lactate déshydrogénase (LDH) 800U/
R2 Substrat 5 .
Malate déshydrogénase (MDA) 600U/I
a- Cétoglutarate 12mmol/Il
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Pour préparer le réactif de travail nous avonsodissn comprimé du réactif,Rlans une
fiole du réactif R. Ce réactif est stable 21 jours a 2-8°C
> Echantillon: plasma.
» Mode opératoire
Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (pl) 100

On mélange et on incube pendant 1 minute et orufetpremiére lecture de I'absorbance
optique (A) a 340 nm. L'absorbance optique (A)rebe a nouveau 3 fois aprés 1, 2, 3, minutes.

» Calcul de l'activité

Activité ASAT (U/L) = AA /min x

5.2.3. Détermination de l'activité de la phosphatasalcaline (PAL, EC 3.1.3.1)
» Principe
La phosphatase alcaline catalyse I'hydrolyse duitmphénylphosphate a pH 10.4 en
phosphate et p-nitrophénol (Composé jadédngeret al., 1984; Rosalki etal., 1993).

PAL

p-Nitrophénylphosphate + .6 » Phosphate + fpephénol
» Réactifs utilisés
Réactifs Composition Concentration
Diéthanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmol/l
R1 Tampon ..
Chlorure de magnisium 0.5 mmol/l

R2 Substrat p-Nitrophénylphosphate (pNPP) 10 mmol/l

Pour préparer le réactif de travail nous avonsodissn comprimé du réactif,Rlans une
fiole du réactif R. Ce réactif est stable 21 jours a 2-8°C
> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.2

Echantillon (ul) 20
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On mélange et on incube pendant une minute ensuitejesure la variation d’absorbance
par minute AA/min) & 405nm, pendant 3 minutes.

» Calcul de l'activité

Activité phosphatase alcalin (U/L) = AA /min x 330( ]

5.2.4. Détermination de Il'activité du lactate déshyrogénase (LDH, EC 1.1.1.27)
> Principe

Le lactate déshydrogénase catalyse la réductigoydwate par le NADH selon la réaction
suivante:

Pyruvate + NADH +H LDH __, |- jactate + NAD

Le taux de diminution de la concentration en NADBt directement proportionnel a
l'activité de LDH présente dans I'échantilliPesce, 1984).
> Reéactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
Imidazol 65 mmol/l
R1 Tampon
Pyruvate 0.6 mmol/l
R2 Substrat NADH 0.18 mmol/l

Pour préparer le réactif de travail nous avonsodissn comprimé du réactif,Rlans une
fiole du réactif R. Ce réactif est stable 2 jours a 2-8°C
> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Température 37°C
Réactif de travail (ml) 3.0
Echantillon (ul) 50

On agite et on incube une minute a 37°C et onuiaé premiére lecture de I'absorbance

optique (A) a 340 nm. L'absorbance optique (A)rese a nouveau 3 fois apres 1, 2, 3, minutes.
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» Calcul de l'activité

Activité LDH (U/L) = AA/ min x9690 1

5.2.5. Détermination de Il'activité de la créatine posphokinase (CPK, EC 2.7.3.2)

> Principe
La créatine phosphokinase (CPK) catalyse le transfeersible d'un groupe phosphate de la

phosphocréatine vers I'ADP. Cette réaction s'ajautéautres catalysées par I'hexokinase (HK) et

par le glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH):

Phosphocréatine + ADR CPK » Créatine + ATP

ATP + Glucose HK __ , ADP + Glucose-6-phosphate

Glucose-6-phosphate + NADP G6F-DH 6-PhosphoglucenatNADPH + H

La vitesse de formation de NADPH déterminé par @imgtrie, est proportionnelle a la

concentration catalytique de CPK dans I'échantitiesté(Gerhardt et al., 1979; Abbot et al.,

1984).
» Reéactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration

Imidazole pH 7.0 100 mmol/L

R1 Tampon Glucose 20 mmol/L
Acétate de magnésium 10 mmol/L
EDTA 2  mmol/L

ADP 2 mmol/L

AMP 5 mmol/L

di-Adénosine-5-pentaphosphate 10 mmol/L

R2 Substrat NADP+ 2 mmol/L

Hexokinase (HK) 2500 U/L

Glucose-6-phosphate 1500 U/L

déshydrogénase (G6F-DH)
N-acetilcisteine 20 mmol/L
Phosphate de créatine 30 mmol/L

Pour préparer le réactif de travail nous avonsodisane tablette de,Rlans une capsule;R
et mélanger le contenu doucement. Ce réactif astesitO jours a 2-8 °C

> Echantillon: plasma.

g
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» Mode opératoire

Température 37°C
Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (ul) 20

On agite et on incube pendant deux minute a 37°0Cnefait une premiere lecture de
I'absorbance optique (A) a 340 nm. Relie a nouvaegue minute pendant 3 minutes.

» Calcul de l'activité

Activité CPK (U/L) = AA/ min x8095

5.2.6. Dosage de la bilirubine totale et directe
» Principe
La bilirubine est définie comme la quantité de pégnbiliaire dans le plasma réagissant
avec l'acide sulfanilique diazoté a pH acide pouodpire I'azobilirubine selon le schéma
réactionnel suivant:

Réaction .

Acide sulfanilique + Nitrite de sodium— =% » Acide sulfaniliqgue diazoté
chimique

Réaction >

Azobilirubine
de couplage

Acide sulfanilique diazoté + Bilirubine

Cette réaction est instantanée avec la bilirubirectk (la bilirubine conjuguée), par contre
avec la bilirubine totale (bilirubine non conjugli@ie est indirecte et qui nécessite la solubilsa
par le diméthylsulfoxide (DMSO), en absence de DMS&ule la bilirubine directe réagialloy
etal., 1937; Kaplanet al., 1984 ).

> Reéactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R, (D) Acide sulfanilique 30 mmol/l
Acide hydrochloridrique 150 mmol/I
Acide sulfanilique 30 mmol/l
R, (T) Acide hydrochloridrique 50 mmol/l
Dimeéthylsulfoxyde (DMSO) 7 mol/l
R Nitrite de sodium 29 mmol/l

> Echantillon: plasma.
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» Mode opératoire

Réactifs Blanc B. totale Blanc B. directe
R; (D) (ml) - - 1.5 1.5
R, (T) (ml) 1.5 1.5 - -
Rs (ul) - 50 - 50
Echantillon (ul) 100 100 100 100
H,O distillée (ul) 50 - 50 -

Mélanger et lire la densité optique apres 5 minuf@scubation a une longueur d’'onde
555nm.

> Calcul de la concentration

Bilirubine plasmatique (mg/dl) =[(A) échantillon- (A) blanx facteur B

Facteur B totale= 19,1 ; Facteur B directe= 14.

5.2.7. Dosage du glucose
> Principe
Sous l'action du glucose oxydase, le glucose egiiéen acide gluconique avec libération
du peroxyde d’hydrogéne,B, qui réagit sous I'action d’'une peroxydase avepHénol et le 4-
aminophénasone pour former la quinone qui est unptaxe coloré en rose. L'intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentratian glucose dans I'échantillo(rrinder, 1969;
Kaplan, 1984).

B-D- Glucose + @+ H,O __GOD__, Acide gluconique + bD,

2 H,O,+ phénol + 4- aminophénazon&»Quinone +4 D

» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
TrispH 7.4 92 mmol/l
Phénol 0.3 mmol/l
Réactif Glucose oxydase (GOD) 15000 U/
Peroxydase (POD) 1000 U/

4- aminophénazone (4-AP) 2.6 mmol/l

Etalon Glucose 100 mg/dl
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> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) - 10 -
Echantillon (pl) - - 10
H,O distillée (ul) 10 ; i

Mélanger et incuber pendant 10 minutes a 37°Cettre de I'absorbance optique (A) a
505 nm s’effectue contre le blanc réactif. La calimm est stable pendant 30 minutes.
» Calcul de la concentration

(A)échantillon

Glucose (mg/dl)= ===

x 100mg/dl (concentration de I'étalon

5.2.8. Dosage des protéines totales
» Principe
Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin, inggsaent avec les liaisons peptidiques des
protéines formant un complexe coloré en bleu-vidlgéntensité de la couleur est proportionnelle a
la concentration des protéines totales dans lesndéitions(Koller, 1984; Burtis, 1999)

» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
Tartrate de sodium potassium 15 mmol/I
Sodium iodique 100 mmol/l
R Biuret Potassium iodique 5 mmol/l
Cuivre de sulfate 19 mmol/l
Etalon Sérum albumine bovine 70 g/l
> Echantillon: plasma.
» Mode opératoire
Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 25 -
Echantillon (pl) - - 25
H,0 distillée (ul) 25 - -
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Mélanger et incuber pendant 5 minutes a 37°C. Iodimnce optique (A) est lue a 540 nm
contre le blanc réactif. La coloration est statdagant 30 minutes.

» Calcul de la concentration

(A)échantillon

Protéines totales (g/dlx (A)étalon

x 7g/dl (concentrations de I'étalon)

5.2.9. Dosage d’albumine
> Principe
L’albumine réagit avec le vert de bromocrésol (BC@ur former un complexe coloré. Le
pH du milieu est maintenu a 4.2 par le tamp@éprés l'incubation, I'absorbance du mélange est

mesurée a 628 nfiRodkey, 1965; Doumas, 1971; Webster, 1974; Gendlgral., 1984)
» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R, Vert de bromocrésol pH 4.2 0.12m mol/l.
Etalon Albumine 5g/dl

> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 5 -

Echantillon (pl) - - 5
H,O distillée (ul) 5 - i

Apres une incubation a température ambiante peridamhinutes, I'absorbance optique est

lue a 630 nm contre le blanc réactif. La coloratest stable pendant une heure a température
ambiante.

» Calcul de la concentration

Albumine (g/dl) = %;:Sﬂm x 5 g/dl (concentration de I’étalon?
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5.2.10. Dosage de l'urée
» Principe
Sous l'action de l'uréase, I'urée est hydrolyséaemoniaque (NkJ et dioxyde de carbone
(COy). Les ions d'ammoniaques formeés réagissent avesalleylate et I'hypochlorite de sodium
(NaCOQOl) en présence de nitroprusside pour donnercamplexe coloré en vert, lintensité

de couleur est proportionnelle a la concemtratide I'urée dans le plasr{feawcettet al., 1960 ;
Tabacco et al., 1979; Kaplan, 1984).

Urée a8 — €8S, 5 N CO,
> Reéactifs utilisés
Réactifs Composition Concentration
Phosphate pH 6.7 50 mmol/l
EDTA 2 mmol/l
R; Tampon . .
Salicylate de sodium 400 mmol/l
Nitroprusside de sodium 10 mmol/I
Hypochlorite de sodium (NaCIC 140 mmol/I
R,NaClO _ _
Hydroxide de sodium 150 mmol/I
Rz Enzymes Urease 30000U/I
Etalon Solution standard d’urée 50 mg/dl

Pour préparer le réactif de travail nous avonsodissin comprimé du réactifs;Rlans un
flacon du réactif R Ce réactif est stable un mois a 2-8°C.
> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (pl) - - 10
H,O distillée (ul) 10 - ;

Apres agitation et incubation a 37° pendant 5 tesuon pipette:
Réactif Blanc Etalon Echantillon

R, (ml) 1.0 1.0 1.0
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Apres une deuxieme incubation a 37°C pendant 5tednliabsorbance optique (A) est lue a
580 nm contre le blanc réactif. La coloration ¢éasbke pendant 30 minutes.
» Calcul de la concentration

Urée (mg/dl) = % x 50mg/d| (concentration de I’étanTu)

5.2.11. Dosage de la créatinine
> Principe
L’essai est basé sur la réaction de la créatiniee & picrate de sodium c’est la réaction de
Jaffé. La créatinine réagit avec le picrate alcptioir donner un complexe coloré, mesuré dans un

intervalle de temps défini et proportionnel a lan@entration en créatinine dans I'échantillon
(Murray, 1984).

» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
Ry Acide picrique 17.5 mmol/l
R, Hydroxyde de sodium 0.29 mmol/l

Etalon Créatinine 2 mg/ d

Pour préparer le réactif de travail nous avons ng@ales volumes égaux du réactifeR du
réactif R. Le réactif de travail est stable 10 jours a 1520
> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 100 -

Echantillon (ul) - - 100
H,O distillée (ul) 100 ; -

Mélanger, déclencher le chronometre. Lire a 492’absorbance optique (hapres 30
secondes et I'absorbance optique)(Apres 90 secondes.
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» Calcul de la concentration

Créatinine (mg/dl) = (A?ZZC):?:SET(ZSQE:M x 2mg/dl (concentration de I'étalon

AA= (Az-A 1) .

5.2.12. Dosage de I'acide urique

» Principe
L’acide urique est oxydé par l'uricase en allonéoat HO,, ce dernier et en présence de la

peroxydase (POD), 4- Aminophénazone (4-AP) et fe@chlorophénol sulfonate (DCPS) forme

un complexe coloré le quinoneimine ou lintensie ld couleur formée est proportionnelle a la

concentration de I'acide urique plasmatigEessatiet al., 1980; Schultz, 1984)

Acide urique + 2 D + O, Uricase » Allontoine + CG+ 2 H,0,
2 H,0,+ 4-AP+ DCPS—POD | Quinoneimine + £H
> Reéactifs utilisés
Réactifs Composition Concentration
Phosphate pH 7.4 50 mmol/ L
R; Tampon . )
2-4 Dichlorophénol sulfonate (DCPS) 4 mmol/ L
Uricase 60 U/L
Peroxydase (POD) 660 U/L
R, Enzymes
Ascorbate oxydase 200 U/L
4- Aminophénazone (4- AP) 1 mmol/ L
6 mg/dl

Etalon Acide urique

Le réactif de travail est préparé en mélangeabigenu du réactif ()R dans la fioledu

réactif (R). Le réactif de travail est stable un mois a 2:8°C

> Echantillon: plasma.
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» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) - 25 -
Echantillon (ul) - - 25
H,O distillée (ul) 25 - ;

On agite et on incube pendant 5 minutes a 37°hdoebance optique (A) est lue a 520 nm
contre le blanc réactif. La coloration est statdagant 30 minutes.
» Calcul de la concentration

(A)échantillon
(A)étalon

Acide urique (mg/dl) = x 6 (concentration de I'étalon)

5.2.13. Dosage du cholestérol
» Principe
Le cholestérol et ses esters sont libérés a padesrlipoprotéines par des détergents. Le
cholestérol estérase hydrolyse les esters du d¢bBadeslLe cholestérol libéré est oxydé par le
cholestérol oxydase en 4-cholesténone avec formatioH,O, Ce dernier réagit avec le phénol et
le 4-Aminophénazone pour donner sous l'action d'ymeeoxydase, du quinonéimine rosatre.
L’intensité de la coloration est proportionnelléadconcentration du cholestérol dans I'échantillon
(Meiattini et al., 1978; Naitoet al., 1984)
Esters de cholestérol +,@ —CHE , Cholestérol + Acides gras
Cholestérol + @ CHOD » 4-Cholésténone +,8;
2 H,0, + Phénol + 4- Aminophénazone2OL Quo@imine + 4 HO
> Reéactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
PIPES pH6.9 90 mmol/l
Ry Tampon Phénol 26 mmol /I
Cholestérol estérase (CHE) 300 U/i
Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/l
g EnEyinse Peroxydase (POD) 1250 U/
4- Aminophénazone (4- AP) 0.4 mmol/l
Etalon Cholestérol 200 mg/dl
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Le réactif de travail est préparé en mélangeanbigenu de la fiole du réactif §Rdans un
flacon du réactif (R. Le réactif de travail est stable 4 mois a 2-8°C.
> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (pl) - - 10
H,O distillée (ul) 10 - )

Nous mélangeons et nous laissons incuber pendamhiies a 37°C. L’'absorbance optique
(A) est lue a 505 nm contre le blanc réactif. Lebgion est stable pendant 60 minutes.

» Calcul de la concentration

(A)échantillon
(A)étalon

Cholestérol (mg/dl)= x 200mg/dl (concentrations de I'étalon

5.2.14. Dosage des triglycérides
» Principe

Les triglycérides sous l'action de la lipoprotéiligase sont hydrolysés en libérent du
glycérol et des acides gras libres. Le glycéroyssbeffet du glycérol kinase et I'ATP, forme
'adenosine-5-diphosphate (ADP) et le glycérol-dgphate (G3P) qui est converti en
dihydroxyacétone phosphate (DAP) etGd sous l'action du glycérol phosphate déshydrogénase
(GPO). Le HO; libéré réagit avec 4-aminophenazone (4-AP) et-tdlprophénol pour donner,
sous l'action d'une peroxydase (POD), de la quinguoe est un complexe coloré en rose.
L’intensité de la coloration est proportionnell@aoncentration des triglycérides dans I'échaontill
(Buccoloet al., 1973; Fossatet al., 1982; Kaplanet al., 1984).

Triglycérides + HO LPL » Glycérol+ Acide grdsrbs
Glycérol + ATR_Slyceérolkinas_, g3p + App
G3P +Q GPC » DAP + H,0,
POD

HO, + 4-AP+ P- Chlorophénol »Quinone + HO
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» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
GOOD pH7.5 50 mmol/l
R Tampon p-chlorophénol 2 mmol/l
Lipoprotéine Lipase (LPL) 150000 U/
Glycérol kinase (GK) 500 U/I
Glycérol-3- P- Oxydase (GPO) 2500 U/l
R, Enzymes Peroxydase (POD) 440U/
4-Aminophénazone (4-AP) 0.1 mmol/l
ATP 0.1 mmol/l
Etalon Triglycérides 200 mg/dl

Le réactif de travail est préparé en mélangeanbigenu de la fiole du réactif §rRdans un
flacon du réactif (R. Le réactif de travail est stable 6 semaines3&-
> Echantillon: plasma.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) - 10 -
Echantillon (pl) - - 10
H,O distillée (ul) 10 - ;

Apres agitation et incubation pendant 5 minute§ @3 L’absorbance optique (A) est lue a
505 nm contre le blanc réactif. La coloration ¢éasbke pendant 30 minutes.

» Calcul de la concentration

(A)échantillon
(A)étalon

Triglycérides (mg/dl) = x 200mg/dl (concentrations de I’étalo+)
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5.2.15. Dosage du HDL-cholestérol
» Principe

Les VLDL et les LDL sont précipités par le phospimgstate en présence du magnésium.
Apres centrifugation le surnageant contenant led l#BX utilisé pour la détermination du HDL-
cholestéro(Grove, 1979; Naitoet al., 1984).

» Réactifs utilisés

Réactif Composition Concentration

Acide phosphotungstique 14 mmol/l
Réactif de précipitation

Chloride de magnésium 2 mmol /|
> Echantillon: plasma.
» Mode opératoire
Réactif (ul) 100
Echantillon (ml) 1.0

Nous mélangeons et nous laissons incuber pendamiriies a température ambiante. Ensuite
on centrifuge les échantillons a 4000 tr/min pend@® minutes. Pour déterminer la concentration de
HDL-cholestérol nous avons suivi les mémes étapetodage du cholestérol.

» Calcul de la concentration
La concentration du HDL-cholestérol est calculéeladormule suivante:
2 (A)échantillon . Nz
HDL-cholestérol (mg/dl) = BT concentrations de I'étalon mg/dl

LDL-cholestérol (mg/dl) = Total cholestérolw x HDL-cholestérol
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5.2.16. Dosage du fer
» Principe

Dans un milieu acide le fer est dissocié du conmfex-transferrine. Le fer libre est réduit sous
sa forme bivalente (ions ferreux) sous l'actionl'deide ascorbique. Les ions ferreux donnent un
complexe coloré en réagissant avec la ferrodiaeo, 1984; Perrotaet al., 1984)

TransferringFe*), +  __Acide ascorbique_ 5 g transférinne
= ferrozine

» complexe coloré
» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R; (Tampon) Acetate pH 4.9 100 mmol/l
R, (Réducteur) Acide ascorbique 99.7%
Rz (Solution chromogéne) Ferrozine 40 mmol/l
Etalon Fer 100ug/I

Pour préparer le réactif de travail nous avonsodiske contenue du tube du réactif dans le
flacon du réactif R Le mélange est stable trois mois a 2-8°C.
> Echantillon: sérum.

» Mode opératoire

Réactif de travail

Réactifs Blanc Etalon Echantillon Blanc = Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0
R3(goutes) 1 1 - -
H,O distillée (ul) 200 ;
Etalon (ul) - 200 - -
Echantillon (pl) - - 200 200

On mélange et on incube cing minutes a 37 °C engalisorbance est mesurée a 562 nm.

» Calcul de la concentration

Fer (ug/dl) = (A)éCha?;l;:;;iA)Blanc x 100 pg/dl (concentration de I'étalon).
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5.3. Dosage des parametres de stress oxydatif

Tous les réactifs utilisés ont pour origine Sigrharaical co. (USA)

5.3.1. Préparation de 'lhomogénat

Un gramme de chaque organe étudié des rats désedif§ groupes expérimentaux, a été
broyé et homogénéisé dans 2ml du tampon TBS (Dms\s, NaCl 150mM pH 7.4) a 'aide d’'un
homogénéisateur (Ultra-Turax), puis centrifugé ®MOurs /min a -4°C pendant 15 min. Le
surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes depferet conservé a -20°C en attendant

d’effectuer les dosages des paramétres de strgdatdx

5.3.2. Dosage des protéines
> Principe
Le dosage des protéines est déterminé selon laonetiheBradford, (1976), qui utilisele
Bleu Brillant de Coomassi&250 (BBC) comme réactif. Ce dernier, réagit avec les groupésne
amines (-NH) des protéines pour former un complexe de coudewe. L'apparition de cette
couleur reflete le degré d’ionisation du milieu deciet I'intensité établit la concentration des
protéines qui est mesurée spectrophotométriquean®dbnm (a I'aide d’'un spectrophotomeétre UV/
visible Jenway 6305).
» Mode opératoire
= Prélever 0.1 ml de ’lhomogénat ;
= Ajouter 5 ml de bleu brillant de Coomassie (BBCRE0) ;
= Agiter et laisser le mélange a température ambiaeelant 5 min pour la stabilisation
de la couleur ;
= Mesurer I'absorbance de I'échantillon & 595nm eoterblanc contenant la solution de

tampon phosphate a la place de ’'homogénat.

La densité optique obtenue est rapportée sur labeod’étalonnage (1mg/ml de BSA)
préalablement réalisée dans les mémes conditionsitigsant le sérum albumine bovin (BSA)

comme standard (Figurel7).
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5.3.3. Détermination du taux du glutathion réduit GSH)
» Principe
Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalgérsla méthode &liman, (1959) avec
guelques modificationgollow et al., (1974).Le principe de ce dosage repose sur la mesure de
I'absorbance optique de I'acide 2-nitro-5-mercaigiue qui résulte de la réduction de I'acide 5-5-
dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupense(-SH) du glutathion.

» Mode opératoire
= Prélever 0.8 ml de ’lhomogénat ;
= Ajouter 0.2 ml de la solution d’acide sulfosaligye (0.25%) et laisser pendant 15
min dans un bain de glace ;
= Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min ;
= Prélever 0.5 ml du surnageant ;
= Ajouter Iml du tampon Tris-EDTA (contenant 0.4MTes, 0.02M d’EDTA, pH 9.6)
= Ajouter 0.025 ml de I'acide 5-5-dithio-bis-2-nitrehzoique (DTNB) a 0.01 M ;
= Laisser pendant 5 min a une température ambianteeetes densités optiques a

412nm contre le blanc réactif.

» Calcul de la concentration
On calcule la concentration du GSH exprimée en mehes par milligramme de protéines

(nmol/mg prot) selon la formule suivante:

DO x 1x 1.525
13100 x 0.8 x 0.5 mg protéines

GSH (nmol GSH/mg proteins)=

DO: Densité optique.

1: Volume total des solutions utilisées dans la dimcsation.

1.525:Volume total des solutions utilisées dans le doslag&SH au niveau du surnageant.
13100:Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 442 n

0.8: Volume de 'homogénat aprés déprotéinisaion tralasgs un 1 ml.

0.5: Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.

&
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5.3.4. Détermination du taux de la malondialdéhyd@VIDA)
» Principe
Le dosage de la malondialdéhyde (MDA) est réaledénsla méthode dBuege et Aust,
(1984). Le principe de ce dosage est basé sur la formatione réaction entre les fonctions
aldéhydes de la MDA libérées par I'hydrolyse acad&0°C et I'acide thiobarbiturique (TBA)
donnant un complexe de couleur rose qui peut étnec dnesurer par spectrophotométrie
d’absorption a 530 nm (figure 18).

» Mode opératoire
= Prélever 37l de 'homogénat (surnageant) ;
= Ajouter 150ul de la solution tampon TBS (Tris 50mM, NaCl 150rpM 7.4) ;
= Ajouter 375ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) ;
= Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendantnl® a 4°C ;
= Prélever 40Ql du surnageant ;
= Ajouter 80ul du HCI (0.6 M) ;
= Ajouter 320ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM) ;
= Mélanger et incuber au bain marie a une tempérdei&0°C pendant 10 min ;

= Lire les densités optiques a 530 nm contre le biéactif.

» Calcule de la concentration
On calcule la concentration de MDA exprimée en nawies par milligramme de protéines

(nmol/mg prot) selon I'équation:

DOx1(@
ExL xXx Fd

MDA (nmol/mg proteines) =

C : Concentration en nmol/mg de protéines.

DO : Densité optique lue a 530 nm.

E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 1®M™ cmi.
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.

X : Concentration de I'extrait en protéines (mg/ml).

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

.
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y=0,6244x+0,0126
R?2=0,9976
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Figure 17:Courbe d'étalonnage de la BSA (1mg/ml).
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Figure 18: Réaction du dialdéhyde malonique avecdtide thiobarbiturique.
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5.3.5. Détermination de I'activité enzymatique du lgitathion peroxydase (GPx) (E.C. 1.11.1.9)
» Principe
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase B été mesurée par la méthode de
Flohe et Gunzler, (1984).Cette méthode est basée sur la réduction de pdzodihydrogéne
(H20,) en présence de glutathion réduit (GSH). Ce derast transformé en (GSSG) sous

I'influence de la GPx selon la réaction suivante:

HO,+2 GSH GPx > GSSG+HDH

» Mode opératoire
= Prélever 0.2 ml de ’lhomogénat ;
= Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1mM) ;
= Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50mNaCl 150mM pH 7.4) ;
* |ncuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min ;
= Ajouter 0.2 ml de HO, (1.3 mM) pour initier la réaction et laisser gggndant 10min
= Ajouter 1ml de TCA (1%) pour arréter la réactionasser pendant 30 min dans un
bain de glace ;
= Centrifuger a 3000 tours/min durant 10 min ;
= Prélever 0.48 ml du surnageant ;
= Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50mNaCl 150mM pH 7.4) ;
= Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0mM) ;
= Mélanger et apres 5 minutes lire les densités optiG 412 nm.

» Calcule de l'activité enzymatique
L’activité enzymatique du GPx est exprimée en namlesmde GSH oxydé par milligramme

de protéines (nmolGSH/mg prot) selon I'équation:

(DO gchantiliorr DO égtaion) ¥ 0.04] » 5 .
DO etaton mg protéines

GPx (nmol GSH/mg protéines):[

DO échantillon: Densité optique de I'échantillon.
DO étalon: Densité optique de I'étalon.
0.04: Concentration de substrat (GSH).

&
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5.3.6. Détermination de I'activité enzymatique dedl catalase (E.C.1.11.1.6)
» Principe
La méthode dAebi, (1974) est utilisée pour déterminer I'activité de la casal. Le principe
de cette méthode consiste a mesurer la variatiola densité optique a 240nm consécutive a la
dismutation du peroxyde d’hydrogene en faisantir@ans le tampon phosphate (100mM) eOH
(500mM) pendant 1minutes a pH 7.4 a une tempérdtureubation de 25°C.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Echantillon
Tampon phosphate (100mM, pH7.5)l) 800 780
H,O, (500mM) (ul) 200 200
Homogénat @l) - 20

» Calcule de I'activité enzymatique
L’activité enzymatique de la catalase est exprim@enicromoles de #D, par minute par

milligramme de protéines (umokB,/min/mg prot) selon la formule suivante:

ADO/min
ex XxLx0.02

Catalase (umol HO2/min/mg protéines)=

€: Coefficient d’extinction moléculaire de I'eau o§ge,e H,O, = 0.043 mM-1.cm-1 = 0,043
umol cm*mi™.
L: Trajet optique de la cuve =1 cm.

X: Concentration de protéines en mg/ml.
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5.3.7. Deétermination de [lactivité enzymatique de a superoxyde dismutase (SOD)
(E.C.1.15.1.1)

» Principe

L’activité enzymatique de la superoxyde dismutestedéterminée par la méthode Alsada

et al., (1974). Le principe de cette méthode est basé sur l'oxgdatdu NBT (Nitrobleue-
tétrazolium) par I'anion superoxydeOce dernier formé par la réaction de photo-rédactiu
complexe riboflavine/méthionine. Dans un milieucdée, le mélange riboflavine, méthionine et
NBT donne une coloration bleuatre. La présence@e Bhibe I'oxydation du NBT.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
EDTA-Met (0.3mM) (pl) 1000 1000 1000
Tampon phosphate (50mM, pH7.8)xl) 892.2 892.2 892.2
Echantillon (pl) - - 50
Tampon phosphate (50mM, pH7.8)l) 1000 1000 950
NBT (2.64mM) (ul) 85.2 85.2 85.2
Riboflavine (0.26Mm) (ul) 22.6 22.6 22.6

Incuber les cuves contenant I'échantillon ainsi tpeuve du blanc sous une lampe de

bureau (source lumineuse) pendant 20min. Lire [aal880 nm

» Calcule de I'activité enzymatique
L’activité enzymatique de la SOD est exprimée eitéuenzymatique par milligramme de

protéines (U/mg de prot) selon la formule:

DO - DO« i
SOD (U/mg de protéines?E Bgrg ) échantilo) xl}(* 20 ]
anc
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6. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a taldpilbn Roched d’Annaba service

d’anatomie pathologie a I'aide d’'un appareil autique. Afin de réalisé les coupes histologiques

nous avons utilisé la technique classique décrite Hould, (1984) qui comporte les étapes

suivantes:

> Fixation: la fixation des échantillons a été faite par imnwersdans le formol. Ensuit les

organes étudier de chaque rat sont retirés du fqums coupés a I'aide d’'une lame bistouri
afin de réaliser des prélévements pour |'étudeltigtque avec une surface de 1 & Z emn
une épaisseur proche de 1.5 mm, les pieces olstesmun ensuite mis dans des cassettes
spécialisés a parois tournées qui permet le paskagiquides.

Déshydratation: par immersion successive des pieces dans des daihsnol de degré
croissante (70, 80, 90 et 100%) pour des duréqeéataa leurs épaisseurs puis dans un bain
de xyléne. Les deux derniers bains sont séparéasparvage a I'eau distillée.

Inclusion et réalisation des blocs:aprés déshydratation les piéces anatomiques sont
d’abord imprégnés de paraffine liquide par passkges plusieurs bains, puis a l'aide d’'une
pince métallique, chaque piéces est extraite dmielebain d'imprégnation est versée
rapidement entre des barres adaptables a leur siomsndit barres de Leuckart, dont le fond
contient de la paraffine. Cette étape est appalgeéde I'enrobage. Aprés refroidissement et
solidification on se trouve en présence d'un blecpdraffine dur a l'intérieur duquel la
piece préleve est incluse. Cette opération faiebppmles appareils dit a inclusion refermant
un réservoir de paraffine maintenue a I'état ligumhr un systeme de chauffage, un petit
robinet et une plaque métallique réfrigérée pouemb la solidification rapide du bloc de
paraffine contenant le tissu. A la fin on accompalgnbloc d’'une étiquette d’identification.
Confection des coupes:elles sont faites a l'aide d'un appareille spéciappelés
microtome, qui permet de réaliser des tranchesedios de 2 a 5 um d’épaisseur reliées
entre elles sous forme des rubans, les quellespswria suite étalés, déplissés et fixés sur
des lames porte-objets a I'aide d’'une eau gélasmehauffée.

Déparaffinage et réhydratation: un trajet inverse de celui qu’avait nécessitecliision

doit étre parcouru. Le déparaffinage est fait patHaleur (on met les lames dans une étuve
100° pendant 20min) et dans deux bain du xyléoé/det de la paraffine), en suit la
réhydratation est effectuée en immergeant les ladaes des bains d'éthanol de degré
décroissant (100, 90, 80 et 70%) puis dans I'estillée.
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» Coloration: la coloration est faite selon la techniqgue a I'téoxyline-Eosine ou
(Hématéine-Eosine), qui nécessite la présenceal@dl acide, 'eau ammoniacale et la
solution d’Eosine. Elle suit les étapes suivantes:

1- Immerger les lames dans un bain d’hématoxylméldrris (15min) qui colore en bleu
violacée les structures basophiles (noyaux).

2- Différencier dans I'alcool acide, puis les rinéel’eau de robinet en suite vérifier la
différenciation au microscope.

3- Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

4- Immerger dans un bain d’Eosine (15secondes an)2oui colore les structures

acidophiles (cytoplasme) en rose.
5- Enfin, déshydrater, éclaircir et monter les étilans entre lame et lamelle puis

passer a l'observation au microscope photoniquayeleest équipé d'un appareil

photographique qui permet la réalisation des phagigées.

7. Traitement statistique des résultats

Les résultats ont été rassemblés dans des tabkegquimés sous forme de moyenne plus ou
moins I'écart type (Moy+SEM) illustrés par des btammes, les moyennes sont comparees par le
teste d’ANOVA suivi par le test t de student.
Nous avons effectué deux comparaisons:

> Les groupes traités (AlgGlAICIz+AAL, AICI 3+AAL+NS, AICIs+NS et NS) par rapport au
groupe témoin:
*: Différence significative (g 0.05) ;

" Différence hautement significative €00.01) ;

™ : Différence trés hautement significative<{j9.001).

> Les groupes traités (AIGtAAL, AICI 3+AAL+NS et AICI;+NS) par rapport au groupe traité
(AICl 3):
*- Différence significative (g 0.05) ;

- Différence hautement significative €00.01) ;

###. Différence trés hautement significative<{|9.001).

Avecp : Seuil de signification.
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Résultats et discussion

Chapitre I: Etude phytochimique

1. Teneur en flavonoides, en tanins et en polyphdsale I'huile deNigella sativa

Les résultats des tests phytochimiques effectuebhsuie de nigelle sont rapportés dans le
tableau 3. L’analyse quantitative des composésadgilugies révele que la valeur des polyphénols
totaux est de l'ordre de 0.38 mg EAG/100g NSO, ikaadie la teneur en flavonoides est 0.5 mg
EQ/g NSO et la concentration des tanins est 0.y NSO. De plus, cette analyse montre que

les flavonoides sont les composés majoritairesette buile.

2. Evaluation de I'activité antioxydante
L’activité antiradicalaire de I'huile lyophiliséadique que les grains degelle présentent
une importante activité antioxydante avec des aunagons d’inhibition de59.9 mg/ml et 86.1

mg/ml du radical DPPH et de I'anion superoxyde eefpement (Tableau 3).

Tableau 3: Teneurs en composés phénoliques et activité antiagnte de I'huile de nigelle.

Teneur en flavonoides (mg EQ/g NSO) 0.5+0.01
Teneur en tanins condensés (mg EC/g NSO) 0.4+0.01
Teneur en polyphénols totaux (nEG /100 g NSO) 0.38+£0.01
50% potentiel anti-radicalaire de DPPH (mg/ml) 59.9+2.52
50% potentiel scavenger de I'anion superoxyde (mg/ml) 86.1+2.23

EAG: Equivalents d’'acide gallique. EQ: Equivaledésquercétine. EC: Equivalents de catéchine.
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> Discussion
Afin de proposer des alternatives thérapeutiques peereuses avec moins d’effets
indésirables, les recours au traitement par lesitgdaainsi que la recherche des nouvelles
substances a activités biologiques constituentdeseplus grandes préoccupations scientifiqgues au
cours de ces dernieres ann@@gridane et al., 2007; Krishnaiahet al., 2010)

L’effet thérapeutique d’'une plante médicinale dgtlaué a I'action de ses constituants, de
ce fait 'analyse phytochimique est une étape miékire nécessaire pour identifier la présence des
différents composants connus par leurs effets mfned dans la plante étudif@i@jeridane et al.,
2007; Mariod et al., 2009; Krishnaiahet al., 2010)

L’effet antioxydant des extraits végétaux est miggoement attribué a la présence des
composeés phénoliques, ce groupe de composés esidaigroupes ubiquitaires le plus largement
distribués chez les végétaux. En effet, les compad&noligues possédant de nombreux autres
vertus médicinales a savoir: anti-apoptotique, vagitissement, anti-carcinogéne, anti-
inflammatoire, anti-athérosclérotique, protectiorontte les maladies cardiovasculaires et
améelioration de la fonction endothéliale, ainsi djuhibition de I'angiogenése et la prolifération

cellulaires(Djeridane et al., 2007; Mariod et al., 2009; Popovickt al., 2009)

L’activité antioxydant d’un composé bioactive, sedmme indicateur tres significatif du
potentiel antioxydant, elle correspond a sa capaaitrésister a I'oxydation. De nombreuses
méthodes sont utilisées actuellement pour évaletge activité(Bourgou et al., 2008; Popoviciet

al., 2009)

Plusieurs travaux ont été consacrés pour évaluereféets antioxydants des plantes
médicinalegPopovici et al., 2009; Krishnaiah et al., 2010; Messaratet al., 2012 ). Pour cela,
nous nous sommes intéresses, dans le présent,taéudier les effets bénéfiques de I'huile de
nigelle (Nigella sativa contre le stress oxydatif induit par le chlorafraluminium. Nous avons
réalisé une étude phytochimique préliminairevitro qui vise a déterminer la teneur en composés
phénoliques ainsi que d’évaluer I'activité antioapte de I'huile de nigelle. L’activité antioxydante
de I'huile deNigella sativaest évaluée en utilisant deux méthodes, le piggeagradical libre

DPPH et I'effet scavenger vis-a-vis le radical sopgde.
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Le DPPH est un radical libre stable, trés utilis@mptester les activités de piégeage d’une
molécule antioxydante vis-a-vis les radicaux libfea présence des composés antiradicalaires le
radical DPPH est réduit ema, diphénylf-picryl-hydrazine. Les absorbances mesurées seevent
calculer le pourcentage d’inhibition du radical DRPqui est proportionnel au pouvoir
antiradicalaire de I'’échantillofErkan et al., 2008; Krishnaiahet al., 2010)

Les résultats obtenus montrent la présence desratables et variables en composés
phénoliques dont les polyphénols, les flavonoidéssetanins, ceci signifie que les grains de tégel
ainsi que I'huile qui en est extraite sont une lBeaurce en substances antioxydantes, donc l'effet
exercé sur les parametres dosés au cours de hadeegeut étre due a 'un de ces composés ou a la
conjugaison entre eux. Nos résultats concordertt d\aaitres travaux de recherdf#d-Saleh et al.,
2006; Bourgouet al., 2008;Mariod et al., 2009)qui ont montrés que les principales substances
bioactives du nigelle sont les flavonoides, leyploénols et les tanins. Les résultats de notreeétud
préliminaire prouvent aussi que I'esp@tigella sativaa un bon pouvoir de neutralisation du radical
DPPH(Bourgou et al., 2008; Krishnaiahet al., 2010)

Dans cette étude, I'effet scavenger de I'huilegtags deNigella sativavis-a-vis du radical
superoxyde a été évalué spectrophotométriquemesuieant la diminution de la réduction de NBT
(nitroblue tetrazolium) en formazan. Les résultatdenus ont montré que I'effet scavenger du
Nigella sativasemble étre lié a sa richesse en composés phéesl{golyphénols, flavonoides et
tanins). De plus, il est partiellement attribuéagptésence d’autres substances telle que les huiles
essentiellegAl-Saleh et al., 2006; Bourgouet al., 2008).
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Chapitre II: Impact du chlorure d’aluminium sur la variation de
quelques parameétres physiologiques et hématologiques: Effets
protecteurs de la supplémentation en huile de nigelle et/ou en acide
alpha lipoique

1. Variation du Poids corporel

Durant les 5 semaines du prétraitement, aucunéreifte significative n’apparait entre le
lot NS et le lot témoin. A partir du®? semaines, une diminution non significative esegistrée
chez le lot AIC}{ comparant au témoin.

Apres 10 semaines de traitement, nos résultatdgdald) montrent une baisse significative
du poids corporel chez les rats du lot AlGbmparativement aux rats du lot témoin. Parallélem
le traitement des rats par la combinaison ABAL ainsi que par la combinaison AIGINS a
amelioré le gain du poids corporel par rapport aats du lot AIC}, cette amélioration est

statistiguement significative.

2. Variation de la consommation quotidienne d’alimat

Dans notre étude, les résultats montrent une diimusignificative (R0.001) de la
consommation quotidienne d’aliment chez le group€lA(-12.01%) ainsi que chez le groupe
AICIz+AAL+NS (-9.64%) par rapport au group témoin. Noasons enregistré aussi, une
augmentation significative chez les groupes ABIAL et AICI3+NS comparativement au groupe
AICI; (Tableau 5).

3. Variation de la consommation quotidienne d’eau € boisson

Concernant la consommation quotidienne de I'ealbasson, nos résultats révelent une
diminution significative de l'ordre de (-34.64% -€t7.25%) comparant le groupe AKENS aux
groupes témoin et Algkespectivement (Tableau 5).
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Tableau 4: Variation du poids corporel (g) chezds rats témoins et les rats traités.

Lots expérimentaux
Parametres T AICI 5 AICI; +AAL | AICI+AAL+NS AICI 5+NS NS
Poids initial
@ 236.33451.34 242.67+41.63| 243.17+29.7/ 243.17+28.2B  240.17+21]5241.33+22.37
Po"("g)f'”a' 311.17+54.61] 261.17+38.20 | 326.5+46.8% 315+32.24 | 318.83+13.54 | 324+34.13
% ; -16.06 +25.01 - +22.07 ;
Gain de +74.84 +185 +83.33 +71.83 +78.66 +82.67
poids (g)

Tableau 5: Variation de la consommation d’alimen(g/rat/j) et de I'eau de boisson (ml/rat/j)
chez les rats témoins et les rats traités.

Lots expérimentaux

Parametres
T AlCI ; AICI; +AAL | AICI ;+AAL+NS AICI ;+NS NS
Quantité
d'aliment
consommée | 21.14+2.26 | 18.6+4" 20.87+2.31% 19.1+2.17 21.62+2.54% | 21.6+2.25
(g/rat/j)
% - -12.01 +12.20 -9.64 +16.23 -
Quantité d’eau
C‘(’;T}?;’;/GT;GE 24.94+8.82 | 19.746.30 | 24.09+9.05 23.34+6.02 16.3+6.16"% | 22.15+8.1
% - - - - -34.64, - 17.25 -
Quantité
d'AlCI 5 ; 6.32+1.35 7.1%1.35 6.5+1.05 7.34+1.2 i
ingérée
(mg/rat/j)

"p< 0.05 ;" p< 0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

#p<0.05 ;**p<0.001 par comparaison avec les rats traités pakAlC

|
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4. Variation du poids relatif de certains organes

Les résultats obtenus (Tableau 6, Figure 19) monhwee augmentation significative du
poids relatif du foie chez les lots AKCkt AICIs+AAL+NS comparativement au lot témoin. Nos

résultats montrent également une augmentationfisigtive du poids relatif des reins, du cceur et

du cerveau chez le lot Algpar rapport au lot témoin. Concernant le poidatifedles testicules, nos

résultats révelent une augmentation significativezde lot AIC} et le lot AICk+NS par rapport au

témoin.

Par contre, une diminution considérable du poititifedes organes étudiés est enregistrée

apres supplémentations en NS et/ou en AAL. Lesrlitiuns observées chez les lots AKAAL,

AICI3+AAL+NS et AICI3+NS comparativement au lot Ali3ont statistiquement significatives.

Tableau 6: Variation du poids relatif (g /100g de B) de certains organes (foie, reins, cceur,
testicules et cerveau) chez les rats témoins et lass traités.

\ Lots expérimentaux
Parametres
T AICI 5 AICI; +AAL || AICI #AAL+NS | AICI+NS NS
Poids relatif du foie | , o3.6 161 3424048 | 2.68+0.23 3.12+0.23 2.7620.17 | 2.90+0.63
(g/100g PC)
% - +30.03 21.63 +18.63 -19.29 3
Poids relatif des reing 54,600  0.88201 | 0.60+0.0%* 0.56£0.05" | 0.55:0.0# | 0.55:0.08
(9/100g PC)
% - +62.96 -31.81 -36.36 -375 -
Poids relatif du coeur] 31,6041 053101 | 0.34£0.08 0.32+0.04 0.3+0.0¢ | 0.28+0.04
(g/100g PC)
% - +38.7 -20.93 - 2558 -30.23 3
Poids relatif des o
testicules (g/100g PC 0.6+0.23 1.2+0.24 0.80.16 0.67+0.13 0.92+0.15 | 0.62+0.1
% - + 100 -33.33 ~44.16 +53.33 ]
Poids relatif du 0.31+0.05| 0.54+071 0.4+0.1 0.34+0.08 0.32+0.0%" | 0.35+0.06
cerveau (g/100g PC)
% . +74.19 -25.92 -37.03 -40.74 ;

"p< 0.05 ;" p< 0.01 ;™ p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

*p<0.05 ; "p=<0.01 par comparaison avec les rats traités par;AlCI

|
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Figure 19: Variation du poids relatif de certains aganes (foie, reins, cceur, testicules et
cerveau) chez les rats témoins et les rats traités.

"p< 0.05 ;" p< 0.01 ; 7 p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

*p<0.05 ;*p<0.01 par comparaison avec les rats traités par,AlCI
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5. Variation des paramétres hématologiques

» Nombre des globules rouges
Les résultats obtenus montrent une diminution 8gative (P<0.05) du nombre des
globules rouges chez les rats du lot AlG18.97%) par rapport aux rats témoins (Tableakigyre
20). Nos résultats révelent aussi une augmentagignificative chez les lots AIGHAAL,
AICI3+AAL+NS et AICI3+NS comparativement au lot AlCI

» Nombre des globules blancs
D’aprés les résultats obtenus (Tableau 7, Figurg, 2@us avons enregistré une
augmentation significative du nombre des globulesds (+26.18%) chez les rats du lot traité par
AICI; et les rats du lot NS par rapport au témoin. Evamehe, nous avons enregistré un
rétablissement par diminution significative du neenliles globules blancs chez les groupes
AICI3+AAL, AICI 3+AAL+NS et AICI3+NS comparativement au groupe AJCI

» Taux d’hématocrite
On note chez le lot NS une augmentation signifiea{iP<0.01) du taux d’hématocrite
(+5.52%) par rapport au lot témoin (Tableau 7 uFeg20).

» Taux d’hémoglobine et concentration corpusculaire myen en hémoglobine (CCMH)

Les résultats de notre étude révelent, une dinunuiatistiquement significative £B.01)
du taux d’hémoglobine (-17.75%) et du CCMH (-5.11éhez le lot AIC} par rapport au lot
témoin. Par contre, le traitement des rats paictesbinaisons AIGHAAL, AICI;+AAL+NS et
AICI3+NS a entrainé une amélioration figuré par une argation hautement significative du taux

d’hémoglobine et du CCMH comparativement au lotlAlTableau 7, Figure 20).

» Volume globulaire moyen (VGM) et taux des plaquette
D’aprés nos résultats, aucune différence signifieadu volume globulaire moyen et du taux
des plaquettes n’est enregistrée entre les ratsdidfEsents lots traités (AlG) AICI3+AAL,
AICI3+AAL+NS, AICI3+NS et NS) et les rats du lot témoin (Tableau gufe 20).

=
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6. Effet sur la concentration plasmatique en fer seue

Selon les résultats obtenus (Tableau 7, Figure@@0gmarque par rapport au lot témoin une
augmentation de la concentration du fer sérique dbe lots AIC} (+48.14%), AICE+AAL+NS
(+57.03%), AICE+AAL (+45.92%) et AICE+NS (+29.92%), cette augmentation est statistiqueme

significative.

Tableau 7: Variation des parameétres hématologiges et de la concentration en fer sérique
chez les rats témoins et les rats traités.

Lots expérimentaux

Parametres T AICI 5 AICI; +AAL [AICI ;+AAL+NS | AICIs+NS NS
G'O(E’(‘i'gf}gl‘;“ge‘ 8.96+0.31 | 7.26+0.32 8.8+0.5 8.83+0.37 8.81+0.23 8.94+0.56
% - -18.97 +21.21 +21.62 +21.34 -
G'?gggiﬁ;ancs 10.31+1.81| 13.01x0.72| 11.58+1.13 | 11.21+0.78" | 11.31+1.16° | 12.31+1
% - +26.18 - 11 -13.83 -13.06 +104
Taux
d’hématocrite | 44.55+1.33 |  43.6+1.5 43.85+1.79 43.15+1.99 43.65+0.9 | 47.01+1.42
(%)
% - 5 . - 5 + 552
Taux

d’hémoglobine| 14.81+0.58 | 12.18+0.53 | 14.28+0.57" 14.4+0.47* 14.63+0.5" 15.56+1.17
(g/dI)

% - -17.75 +17.24 +18.22 +20.11 -
CCMH (g/dl) | 33.26+0.46] 31.56+006 | 33.21+0.6% 33.3620.64 33.8620.53 | 34.5+0.47 |
% - -5.11 +5.19 +5.70 +7.28 +3.72
VGM (fl) 49.66+1.75 | 49.33+2.16|  49.16+1.47 48.83#1.1 | 49.83+1.94 49.5+1.64
% - - - - - -
Plaquettes (10
) 721.66x8 688+7.11 701.83+2.1| 722.33+3.94 704.33%6[4 718.66%3.73
% - - - - - -
Fer (ug/dl) 1.35+0.02 2+0.76 | 1.97+0358 | 2.12+0.14 1.75 +0.23 1.54 +0.43
% - +48.14 + 45.92 +57.03 +29.92 -

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001par comparaison avec les rats témoins.

*p<0.05 ;*p<0.01 par comparaison avec les rats traités pak;AlC
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Figure 20: Variation des paramétres hématologiquest de la concentration en fer sérique
chez les rats témoins et les rats traités.

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

*p<0.05 ;*p<0.01 par comparaison avec les rats traités pak; AIC
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» Discussion
La présente étude a pour but de mettre en évidesceffets de I'huile de nigelldN{gella
sativg et de l'acide alpha lipoique sur les marqueurssttass oxydatif au niveau sanguin et
tissulaire, en utilisant le chlorure d’aluminiumnome agent stressant. Cette étude est réalisée avec
une concentration de 34 mg/kg du poids corporetidarure d’aluminium, une dose de 35 mg/kg
du poids corporel d’acide alpha lipoique et uneedites 2 ml/kg du poids corporel d’huile de nigelle

(Nigella sativa.

Le foie et les reins représentent les organes @ilésnétabolisme et de détoxification
d’aluminium ainsi que d’autres toxines, tandi® de@ cerveau représente la cible privilégiée des
effets aluminiques. De plus, le cerveau est unragsensible au stress oxydatif en raison de sa
consommation importante d’oxygéne et de sa richessacides gras insaturés d’'une part. D’autre
par, de son faible contenu en antioxydants qeemglent plus vulnérable aux dommages oxydatifs
par rapport aux autres organes de l'organififh@ra et al., 2003; Mahieuet al., 2005; Viezeliene
et al., 2011; Shrivastava, 2012).

Au cours de notre étude, nous avons noté une dilmmtres hautement significative de la
consommation quotidienne d’aliment accompagnée el’aiiminution considérable du poids
corporel et d’'une augmentation du poids relatif degganes étudiés (foie, reins, cceurs, testicules et
cerveau) chez les rats du groupe traité par lergtdod’aluminium comparativement aux rats du
groupe témoin. La diminution du poids corporel péie expliguée par la diminution de la prise
alimentaire suite a l'intoxication aluminique. NoSsultats sont en accord avec d’autres travaux
(Nehru et Anand, 2005; Gucet al., 2009; Koizumiet al., 2010; Zhuet al., 2012)qui ont montrés
gue la croissance corporelle est affectée suiténto¥ication par I'aluminium. De nombreuses
autres études suggeérent que cette perte pondérateéfre expliquée par une augmentation du
catabolisme des lipides et des protéines due agatsi®xydatifs induit par I'aluminium, associé
avec une réduction conseéquente de leurs synthegatiduge (Cherroret et al., 1995; El-
Damardash, 2004; Sharmaet al., 2007; Lukyanenkoet al., 2013)
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En effet, I'hnypertrophie des organes étudiés (foddns, cceur, testicules et cerveau) est la
conséquence de l'accumulation de l'aluminium daes organes ou il peut agir avec les
groupements (-SH et —OH) des protéines ainsi ga@dale gras insaturés des lipides par le biais
des radicaux libres provoquant ainsi des effetétdédgNehru et Anand, 2005; Gucet al., 2009;
Mahieu et al., 2009)

Par ailleurs, I'administration oral de I'huile degelle et /ou d’acide alpha lipoique a induit
une amélioration de la consommation quotidiennéndént, une augmentation du gain de poids et
une diminution du poids relatif des organes étudidedte amélioration est due a I'effet protecteur
de I'nuile de nigelle ainsi que d’acide alpha lgpog contre la toxicité du chlorure d’aluminium, en
interférant avec son absorption et son métaboli€ede interférence augmente le taux d’excrétion
urinaire ainsi que I'accumulation tissulaire duarhke d’aluminium et préserve par conséquent ses
effets déléteres. Nos résultats sont en accorddegétudes antérieures qui ont démontreés les effet
bénéfiques de la nigellgEl-Bahai et al., 2009; Mohamadinet al., 2010)et de l'acide alpha
lipoique(Shila et al., 2005; Sahiret al., 2006).

La diminution du nombre des globules rouges, du thBkémoglobine et d’hématocrite ainsi
gue l'augmentation du nombre des globules blancegistrée aprés administration du chlorure
d’aluminium aux rats pendant 21 jours, prouve gekmsétal a un effet hématotoxique, il s’agit
d’'une anémie hémolytique. Cette anémie est probabiedue aux effets des radicaux libres sur les
parois des globules rouges, augmentant la peroxyddes lipides membranaire ce qui provoque
’hémolyse des érythrocytes. En outre, 'augmeatatdu taux des globules blancs reflete la
présence d’cedeme et d’'inflammation au niveau ad®u(activation du systeme immunitaire et de
défense), ceci est confirmé par I'étude histologidiarina et ses collaborateu(@005)ont montré
gue I'exposition chronique au nitrate d’aluminiutteeent de nombreux parameétres hématologiques
et provoquent par conséquent I'apparition d'unen@ag ceci confirme nos résultats. Des études
réalisées pamMahieu et al., (2000) indiquent également I'apparition d’'une anémie deety
microcytaire chez les rats traités par I'hydroxyd&luminium (a 80mg/kg PC par voie

intrapéritonéale).
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D’autre part, les radicaux libres peuvent faciletragir avec ’'hémoglobine provoquant son
oxydation et/ou avec les groupements sulfhydriled’acide 6-aminolévulinique déshydrogénase
(ALAD enzyme clé qui catalyse £ étape de la biosynthése de 'héme), dénaturaimtobant
ainsi sa fonction, cet effet méne vers une dimowutie la synthese d’hémoglobi(@hrivastava,
2012; Lukyanenkoet al., 2013).

Il a été rapporté que la perturbation du métabdidenrique participe aussi a I'apparition
d’'une animé hémolytiqgue. Selon des études récdrtdsra et al., 2003; Mahieuet al., 2005),
cette perturbation est le résultat d’'une inhibitcmmpétitive entre le fer et I'aluminium sur leesit
de liaison a la transferrine ce qui traduit pamanque de fer dans les organes qui en besoin notons
a titre d’exemple l'os, lieu de synthése de la digrdes érythroblastes (cellules précurseurs des
globules rouges) inhibant par conséquent cettédhégptet augmente le taux du fer sérique.

Cependantyousef, (2004); Mahieuet al., (2005); Shi-lianget al., (2013) montrent que
'aluminium provoque linsuffisance rénale, cettathologie constituée la cause principale de
'anémie hémolytique en diminuant la production dgsbules rouges suite d’'une inhibition de

synthese de I'érythropoiétine (hormone stimuleytiéopoiese).

L’anémie hémolytique observée aprés administrationAlCl; est corrigée chez les rats
traités par la combinaison AlgH AAL et/ou NS. Ces effets bénéfiques sont liésaativité
antioxydante de la nigelle et de I'acide alphailijpe élucidés dans des études précédentes, ces
propriétés antioxydantes permettent aux NS et AAlclélater le chlorure d’aluminium, diminuant
ainsi sa concertation sanguine et inhibant sesseff@gotoxiques. Ce qui stimule la production de
I'érythropoiétine, facilite I'incorporation du férI’heme et entrainant par conséquent la restaurati
de I'érythropoiése. Nos résultats sont en accoet aeux deMahmoud et al., (2002); Mahdy et
Farrag, (2009); Caylaket al., (2008); Shabanat al., (2012) suggerent que lgaitement par les
molécules antioxydantes d'origine naturelle ou Bgtigue peuvent efficacement corrigées
certaines types d’anémies. En effdialarkodi et al., (2004)ont montré que I'administration de
'acide alpha lipoique a une dose de 35mg/kg PCrats<par voie intrapéritonéale, entraine une
inhibition de la peroxydation lipidique au niveaasdmembranes érythrocytaires et préserve par

conséguent I’'hémolyse de ces derniéres.
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Plusieurs étudefAl-Saleh et al., 2006; Hosseinzadelgt al., 2007; Asgaryet al., 2013,
Tayman et al., 2013)ont signalé que l'effet bénéfique du nigelle sauwvariation des parametres
hématologiques peut étre aussi lié a son effetiaffimmatoire. Ces études confirment que la

thymoquinone et la nigellone peuvent agir commébitdurs de la génération des éicosanoides, des
leucotriénes et d’histamine.
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Chapitre III: Impact du chlorure d’aluminium sur la variation des
hormones thyroidiennes et de la testostérone: Effets protecteurs de
la supplémentation en huile de nigelle et/ou en acide alpha lipoique

1. Effet sur la concentration sérique des hormonedsyroidiennes
» Triiodothyronine (T 3)
Le dosage radio-immunologique de lasSerigue montre une diminution significative chez
les rats traités par Alg(-25.49%) par rapport aux rats témoi@s.taux est corrigé chez les groupes
AICI3+AAL, AICI 3+AAL+NS et AICI3+NS (Tableau 8, Figure 21).

» Thyroxine (T 4)
Nos résultats (Tableau 8, Figure 21) révéelent queaitement des rats par A& raison de
35 mg/kg P.C provoque une diminution significatohe T, (-30.73%) comparant au lot témoin.
Alors qu’un rétablissement par une augmentationifsogitive du taux sérique du, Est enregistrée
apres le traitement des rats par les combinaist@g#AAL, AICI 3+AAL+NS et AICI;+NS.

2. Effet sur la concentration sérique en testostére

Les résultats obtenus montrent une diminution dedtostérone sérique chez les rats traités
par le chlorure d’aluminium par rapport aux ratsdins. En revanche, I'administration de I'’AAL
et/ou la NS plus AlGlentraine une amélioration partielle de la con@giun sérique en testostérone

par rapport au lot AlGl(Tableau 8, Figure 21).

Tableau 8: Variation de la concentration sérique (g/ml) en triiodothyronine (T3), en
thyroxine (T,) et en testostérone chez les rats témoins et legsrtraités.

. Lots expérimentaux

Parametres T AICI 5 AICI; +AAL AICI +AAL+NS AICI ;+NS NS

T5 (ng/ml) 3.53+0.23 2.63+0.26 3.04+0.13 3.60+0.76 3.28+0.6 3.43+0.85
% - - 25.49 +15.58 + 36.88 +24.71 -

T, (ng/ml) 2.31+0.26 1.6+0.22 2.18+0.21" 2.04+0.38 2.14+0.11" 2.23+0.54
% - -30.73 +36.35 +27.5 +33.75 -

Testostérone (ng/ml) 2.38+0.2 0.61+0.4] 1.47+0.37 2.3+0.56" 1.9+0.45" 2.21+0.22

% - 74.36 - 38.23, + 140.98 +277.04 -20.161%.27 -

"p<0.05 ;" p<0.01 par comparaison avec les rats témoins.

#p<0.05 ;*p<0.01 par comparaison avec les rats traités par;AlCI
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Figure 21: Variation de la concentration sérique erriiodothyronine (T 3), en thyroxine (T,) et

en testostérone chez les rats témoins et les ratsités.

"p<0.05 ;" p<0.01 par comparaison avec les rats témoins.

*p<0.05 :*p<0.01 par comparaison avec les rats traités par,AlCI

E



Résultats et discussion

» Discussion

Les hormones thyroidiennes ont un r6le crucial densrégulation du métabolisme
glucidique, protéique, lipidique et phosphocalcique disfonctionnement thyroidienne provoque
des perturbations du métabolisme basal notammentivaaau des mitochondries, qui sont les
principaux sites de production des especes réactigd’ oxygene suite a des fuites dans la chaine
respiratoire. Les travaux ddessarahet al., (2010, 2011)ont montré linstallation d’'un état de
stress oxydatif en relation avec le dysfonctionnentieyroidienne caractérisé par une production

accrue des ERO et une diminution de I'activité elesymes antioxydantes.

En ce qui concerne le dosage des hormones thynoigie nous avons remarqué
comparativement au groupe témoin une diminutiohedes concentrations sérique chez le groupe
AICI3 qui peut étre liée a l'influence du chlorure dralnium sur la sécrétion de TRH. Cette baisse,
témoigne aussi une lésion des cellules thyroidends corrélation avec nos observations,
Orihuela, (2009) a obtenu des résultats similaires dans son étudedss rats soumis a
l'intoxication aluminique pendant 14 jours. Cettide indique que l'accumulation des ERO
générée par I'aluminium au niveau de la thyroidevpgue une diminution de la synthese et de la
sécrétion hormonale de cette glande. Des étuddséem parNorman, (1997) montrent que
aluminium a également un effet sur I'axe héptah#-hypophysaire, inhibant la sécrétion de la
TRH (thyrotropines releasing hormone) et de I'homecthyréotrope (thyréostimuline TSH),

entrainant ainsi une diminution de la synthésehdesiones thyroidiennes.

Du méme, nos résultats montrent une baisse derleentration sérique en testostérone,
probablement liée a l'influence du chlorure d’alamm sur la biosynthése des androgénes. Cette
influence est le résultat soit d’'une inhibition ltetivité enzymatique du 17-cétosteroide réductase
qui convertit I'androstenedione en testostéroniedame destruction des cellules de leydig quitson
le lieu de production de la testostérone, pardéshies ERO provoquant la peroxydation lipidique.
Cette altération tissulaire est révélée au niveasl ecbupes histologiques. Nos résultats sont en
accord avec d’autres études réalisées sur desssetudes rats exposés aux difféerentes doses du
chlorure d’aluminium par voie oral@ousef et Salama, 2009Guo et al., 2009).De plus,Yousef
et Salama, (2009)nt signalé que l'aluminium a aussi un effet intabr sur la sécrétion des
gonadotrophines (GnRH), du LH (luteinzing hormoaeyu FSH (follicule stimulating hormone)

au niveau d’anté-hypophyse et par conséquent sunolenones testiculaires.
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L’administration du NS et/ou d’AAL méne vers unesteuration partielle de la
concentration sérique des hormones thyroidienneke ¢ testostérone. L’explication possible de
cette action est liée soit a I'effet protecteunex propriétés antioxydantes de NS et d’AAL contre
la toxicité de I'aluminium ou bien a l'effet stimatbur sur la biosynthese des androgéenes. Des
études récentes confirment ces effets bénéfigaasdalla, 2012; El-beshbishyet al., 2012,
2014).L’étude deAwadalla, (2012)montre que la nigelle agit favorablement sur spnthese des
androgénes grace a sa richesse en molécules basaiotamment les oligoéléments et les

vitamines.
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Chapitre IV: Hépatotoxicité induite par le chlorure d’aluminium:
Effets protecteurs de la supplémentation en huile de nigelle et/ou
en acide alpha lipoique

1. Effet sur I'activité des aminotransaminases

Comparant au group témoin, le traitement des rats AICl; induit une augmentation
significative de l'activité enzymatique des trangaases, I'alanine aminotransféra@el AT) et
l'aspartate aminotransféraséASAT) (Tableau 9, Figure 22). En revanche, on esteg un
rétablissement par une diminution significative l@etivité de I'ALAT et de 'ASAT chez les
groupes traités par les combinaisons AHBIAL, AICI;+AAL+NS et AICI3+NS par rapport au
groupe traité par AlGl

2. Effet sur l'activité de la phosphatase alcalin€PAL)

Nos résultats (Tableau 9, Figure 22) illustrent angmentation significative de l'activité
enzymatique de la phosphatase alcaline (PAL) cletotl AICI; par rapport au lot témoin.
Cependant, le traitement des rats par 'AAL et@INE induit une baisse significative de l'activité
PAL comparativement au lot Al¢l

3. Effet sur l'activité de lactate déshydrogénasd.PDH)

Concernant I'activité enzymatique de lactate désbyghase(LDH), nos résultats (Tableau
9, Figure 22) révelent une augmentation signifieatchez les lots AlG] AICIz+AAL+NS et
AICI3+AAL par rapport au lot témoin. Par contre, une kongtion partielle est enregistrée chez le

lot AICI3+NS comparativement au lot AlLI

4. Effet sur I'activité de la créatine phosphokinas (CPK)

Le Tableau 9 ainsi que la Figure 22, montrent wrggmeentation significative de I'activité
enzymatique de la créatine phosphokinase (CPK) lehkxt AICI; (+15.14%) comparativement au
lot témoin. Parallélement, ils illustrent une dintion significative chez les lots AIGIAAL,
AICI3+AAL+NS et AICI3+NS comparativement au lot AlECI
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5. Effet sur la concentration plasmatique en bilirdpine totale et direct

Les résultats obtenus montrent que le traitementepehlorure d’aluminium provoque une
augmentation de la concentration plasmatique erubithe totale et directe. Le traitement des rats
par les combinaisons AIGHAAL, AICI 3+AAL+NS et AICI;+NS a entrainé une amélioration de la
concentration plasmatique en bilirubine total eecli, figuré par une diminution statistiquement

significative comparativement au lot AlgTableau 9, Figure 23).

6. Effet sur la concentration plasmatique en glucas

Les résultats illustrés dans le Tableau 9 et pdfigare 23 indiquent une augmentation
significative de la glycémie chez les groupes Al€i AICI+AAL comparativement au groupe
témoin. lls montrent aussi, un rétablissementup&r diminution significative de la glycémie chez

les groupes AIGHAAL et AICI3+NS par rapport au groupe AKCI

7. Effet sur la concentration plasmatique en protéies totales et en albumine

Les résultats obtenus indiquent une baisse sigtiifie de la concentration plasmatique en
protéines totales chez le lot AKC(-11.26%) par rapport au lot tétmoin. Du méme, dsadje de
'albumine révéle une diminution significative de soncentration plasmatique chez les rats traités
par AICL. Par contre, on observe un rétablissement parawggentation significative de la
concentration plasmatique en protéine totales etakwmine chez les rats traités par les
combinaisons AIGHAAL et AICI3+NS et AICE+AAL+NS comparativement aux rats traités par
AICl 3 (Tableau 9, Figure 24).
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Tableau 9: Variation de quelques biomarqueurs plasitiques de la fonction hépatique chez
les rats témoins et les rats traités.

. Lots expérimentaux
Parametres T AICI 5 AICI; +AAL | AICI ;+AAL+NS AICI ;+NS NS
ALAT (U/L) 162.36+3.19 209.5+5.67 | 144.5+10.2%* 153.12+4.08 141.33+4.31 132.61+2.28
% - +29.03 - 31.03 - 26.91 - 32.53 -
ASAT (U/L) 152.71+4.72 | 296.57+1.87| 197.32+7.3%% | 195.72+20.17" 221.55+4.04" 160.77+4.22
% - +94.20 - 33.46 - 34 +45.07,- 25.3 -
PAL (U/L) 113.25+2.01 | 177.47+81 | 117.68+1.7" 131.4+2.08 111.8+8.2%" 96+6.67
% - +56.7 -33.7 - 25.95 - 37 -
LDH (U/L) 704.83+5.14 | 964.5+5.97 | 882.66+4.61 897.66+2.25" 879.33+2.69" 660+4.75
% - + 36.84 +25.23 +27.35 + 24.75,- 8.8] -
CPK (U/L) 733.83+51.44] 845+29.76 | 704.66+21.7" | 728.83+41.66 787.33+34.13 | 698.83+35.05
% - +15.14 - 16.60 -13.74 -6.82 -
B"'“(an'é‘/%lt)"ta'e 1.640.17 2.05+0.78 1.68+0.01" 1.78+0.14* 1.5+0.14 1.33+0.32
% - +28.12 -18.04 -13.17 - 26.82 -
g Bilirubine 0.04%0.02 0.12+0.01 0.1+0.03 0.07+0.0%% 0.05+0.0* 0.03+0.08
irecte (mg/dl)
% - + 200 + 150 - 41.66 -58.33 -
Glucose (mg/dl) 1.14+0.1 1.52+0.3 1.01+0.06 1.3+0.15 0.98+0.07 1.13+0.11
% - +33.33 - 33.55 - - 35.52 -
Pmte('gf(’ﬁ)mta'e 92.7+4.2 82.26:593 | 85.06+5.55 91.13+2 81 89.58+2.8% 90.38+2.19
% - -11.26 - +10.78 +8.9 -
Albumine (g/dl) 43.09+3.2 31.19+7.74 | 43.77+2.0% 45.61+2 5 45.3+1.17 43.73+1.5
% - -27.61 +40.33 + 46.23 +45.23 -

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

p<0.05 ;"p<0.01 ;"*p<0.001 par comparaison avec les rats traités palAlC

=
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Figure 22: Variation de l'activité enzymatique dedransaminases (ASAT, ALAT), de la

phosphatase alcaline (PAL), de lactate déshydrogésa (LDH) et de la créatine phosphokinase

(CPK) chez les rats témoins et les rats traités.

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.
p<0.05 ;"p<0.01 ; *p<0.001 par comparaison avec les rats traités pal; AIC
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Figure 23: Variation de la concentration plasmatique en bilirubine totale, en biluribine direct

et en glucose chez les rats témoins et les ratsités.

"p<0.05 ;" p<0.01 par comparaison avec les rats témoins.

p<0.05 ;"p<0.01 ; *p<0.001 par comparaison avec les rats traités pals AIC
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Figure 24: Variation de la concentration plasmatiqe en protéines totales et en albumine chez

les rats témoins et les rats traités.

"p<0.01 par comparaison avec les rats témoins.

*p<0.05 :*p<0.01 par comparaison avec les rats traités par,AlCI
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» Discussion

Plusieurs études ont montré que les métaux lomtdsférent avec le métabolisme basal
chez les animaux de laborato(Mousef et Salama, 2009; Viezelierst al., 2011; Messarhet al.,
2017). Le dosage de l'activité enzymatique des aminoféaases, des phosphatases ainsi que de
lactate déshydrogénase et de la créatine phosm@sekiest d’'une grande importance du point de
vue clinigue et toxicologique (biomarqueurs dedaction hépatique). En effet, les perturbations de
leurs activités sont des indicateurs d’'une altératissulaire le plus souvent au niveau hépatique v
son rble dans la détoxification et le métabolisreg xienobiotiques a savoir le chlorure d’aluminium
(Gonzalezet al., 2007, 2009 ).

Les résultats de notre expérimentation suggererd tadministration de chlorure
d’aluminium par voie orale a une dose de 34 mglkgaids corporel aux rats males a entrainée des
perturbations bien claires de l'activité de 'ALAdle 'ASAT, de la PAL, de LDH et de la CPK, ce
qui reflet une perturbation de I'équilibre entrebiasynthése et la dégradation de ces enzymes avec
une cytolyse hépatique, qui mene a leurs libératiancytosol hépatique vers la circulation
sanguine. L’atteinte hypatocytaire peut étre exapar I'hépatotoxicité de I'aluminium fortement
lié a ses effets prooxydants. Elle peut étre alisi a l'interférence de I'aluminium avec le
phosphate et le métabolisme d’ATP. Ce qui entraime déplétion d’énergie, un changement de
l'intégrité des membranes et mene vers une dinonutiu pH ainsi qu’a la destruction cellulaire.
Cette altération est clairement révélée au nivemiabupes histologiques. Les résultats de notre
étude sont similaires a ceux @G®nzalezet al., (2007, 2009); Viezelienet al., (2011) qui ont
montrés que le traitement des souris par le cldodialuminium (a 25, 30 et 35 mg/kg du PC)
génere des dommages oxydatifs au niveau des hgpmsosuite a l'augmentation de la
peroxydation lipidigue membranaire provoquant diasyse cellulaire et augmente I'appoptdsk.
Damardash, (2004); Mahdy et Farrag, (2009xonfirment par leurs études I'hépatotoxicité du
chlorure d’aluminium. Ils ont aussi enregistré gesturbations des biomarqueurs hépatiques chez

des rats soumis a une intoxication orale par lerané d’aluminium pendant un mois.
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Nous avons enregistré aussi chez le groupe ;Al@r rapport au groupe témoin une
diminution de la concentration des protéines tstal@n peut expliquer cette diminution soit par
'augmentation du catabolisme protéique et/ou haidlition de leurs synthéses au niveau du foie
(perturbation du métabolisme protéique), ou bienl@dait que la plupart des protéines possedent
des groupements (SH, OH) qui réagissent facilermest les radicaux libres générés par le chlorure
d’aluminium provoquant ainsi leurs dénaturationeetrs fragmentation. Ces observation sont en
relation avec ceux déumar et al., (2009); Mahdy et Farrag, (2009) De ce fait, I'élévation de
I'activité de 'ASAT et de I'ALAT peut étre aussikpliquée par I'accumulation des acides aminés
provenant de la dégradation des composés protéiGessacides aminés peuvent se transformer en
composeés carboxyliques ce qui implique une fortiée des transaminasdsumar et al., (2009);
Newairy et al., (2009)ont également enregistré une augmentation deitetiles transaminases
liée a une augmentation du catabolisme protéiqee des rats traités oralement par I'aluminium

pendant 12 semaines.

La bilirubine est le produit final de la dégradatid’hémoglobing Gonzalezet al., 2007)
'augmentation du taux plasmatique en bilirubiredle et directe) enregistrée apres administration
du chlorure d’aluminium aux rats pendant 21 jowstsun indicateur important de la dégradation
accrue d’hémoglobine, cette augmentation peut &edement expliquée par la diminution de la
synthese des protéines particulierement I'albumangéant que le principal transporteur de la
bilirubine. Ces résultats concordent avec ceukldBemerdash, (2004); Gonzaleet al., (2007);
Mahdy et Farrag, (2009). Par ailleurs, I'albumine peut étre considérée conumeantioxydant
majeur (grace a sa fonction thiols SH), donc laidiirtion de sa teneur plasmatique peut étre due a
ses effets antioxydan{&l-Demerdash, 2004; Kumaret al., 2009)

L’hyperglycémie observée est probablement liée affets porooxydants du chlorure
d’aluminium au niveau des cellul@spancréatique entrainant une insulinodéficienceien une
insulinorésistance. Ce qui méne a une inhibitiotadgénétration du glucose dans les tissus qui en
besoin, soit suite a une diminution de la répon&asuline au niveau des cellules insulinosensble
ou bien suite a une diminution de la stimulationcdptage du glucose par I'insuline. Elle peut étre
aussi corrélée a I'nyperdégradation du glycogematigue suite a I'activation de certains enzymes

de la gluconéogenese (fructosel,6 diphosphatdagkbsphoénol pyruvate carboxykinase).
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Cette activation est due suit a l'augmentation desécrétion du glucagon et/ou des
corticostéroides probablement causée par I'effeibiteur de I'aluminium sur l'activité d’enzyme
cholinestérase. L'accumulation de I'acétyle choleme niveau des sites neurologiques, stimule la
sécrétion déhormone corticotrop€ACTH) par I'anté-hypophyse. Les mémes observatamt été
enregistrés dans d’autres travdkDamardash, 2004; Mahdy et Farrag, 2009)Newairy et ces
collaborateurg2009) ont signalé que I'hyperglycémie observée chezdestraités par le chlorure

d’aluminium est la conséquence d’une perturbatiométabolisme glucidique.

En revanche, une atténuation de I'activité enzyguatides transaminases, de la phosphatase
alcaline, de lactate déshydrogénase et de la meephiosphokénase chez les groupes AWEAL,
AICI3+NS+AAL et AICI+NS a été enregistrée, témoignant que I'huile dell@ ainsi que l'acide
alpha lipoique agissent favorablement sur le fonctement hépatique. Cette action est
probablement liée a leurs capacités de diminuerdmmmages hépatocytaires, telles que les
nécroses et les lyses cellulaires ce qui menewssrestauration des processus meétaboliques. En
accord avec nos résultats, un effet cytoprotecteda-vis les hépatocytes a été observé egalement
au cours d'autres étuddblevesat al., 2004; Kokdil et al., 2005; Abdel-Zaheret al., 2008;
Krishnan et Muthukrishnan, 2012). Des études récentes indiquent que les molécidastbs du
Nigella sativanotamment les flavonoides ont un effet antagorésteffet prooxydant du chlorure
d’aluminium (Yaman et Balikci, 2010; Krishnan et Muthukrishnan, 2012) D’autres études
(Neveset al., 2004; Abdel-Zaheret al., 2008)indiquent que l'acide alpha lipoique ainsi qus se
métabolites et grace au groupement SH, agit de@meanfacon des flavonoides contre le stress
oxydatif induit par 'aluminium. De plus 'AAL joude rble du cofacteur de plusieurs enzymes

meétaboliques ou l'activité de ces enzymes estiégendante de son apport.

Le traitement par AlGlassocié a I'acide alpha lipoique et/ou la nigellduit aussi une
diminution de la bilirubine et une augmentation’débumine.La diminution de la bilirubine notée
serait probablement liée a la diminution de la ddgtion d’hémoglobine et a 'augmentation du
taux d’albumine(Kokdil et al., 2005; Mahdy et Farrag, 2009)Tandis que I'augmentation de la
concentration plasmatique en albumine est le m@sdiune augmentation de I'anabolisme des
protéines et une diminution de leur cataboligheveset al., 2004; Abed|-Zaheret al., 2008).
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Par ailleurs, I'huile de nigelle et/ou I'acide a#phipoique exercent un effet bénéfique sur
I'hyperglycémie. Cet effet est fortement liee aeffet cytoprotecteur vis-a-vis les cellulpsdes
ilots de langerhans ce qui entraine une améliorad® la sécrétion d’insuline. Il peut étre aussi li
a des actions extra-pancréatiques. En eNggella sativaet I'acide alpha lipoique corrigent la
résistance insulinique et/ou inhibent I'absorptintestinale ainsi que la production endogéne du
glucose en activant la synthese du glycogéne pastitaulation du glycogéne synthase. Ces
constates ont en accord avec d’autres études iwliggue I'huile de nigelle et l'acide alpha
lipoigue ont un effet hypoglycémiant chez les r@teveset al., 2004; Altan et al., 2007;
Winiarska et al., 2008; Meddahet al., 2009).

En outre,Ozkan et al., (2005); Yi et al., (2011) montrent dans leurs études qlze
stimulation de la sécrétion d’'insuline peut étresaliée a I'action direct de I'acide alpha lipoéqu
sur les canaux HATP provoquant leur fermeture. Ce qui entrainddpolarisation membranaire et
la stimulation de I'afflux C¥ (premiére étape clé pour la sécrétion d'insulibes mémes études
indiquent que I'activité hypoglycémiante de I'’AAlstecorrélée a 'augmentation de la capture du
glucose au niveau des tissus périphériques, iluitiriexpression de 'ARN des protéines de

transport du glucose (Gltdans les muscles squelettiques.
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Chapitre V: Néphrotoxicité induite par le chlorure d’aluminium:
Effets protecteurs de la supplémentation en huile de nigelle et/ou
en acide alpha lipoique

1. Effet sur la concentration plasmatigue en urée

Nos résultats montrent une variation significatiketaux plasmatique en urée chez les lots

traités par AIC), AICI3+AAL, AICI 3+AAL+NS et AICI3+NS comparativement au lot témoin. Par
contre, chez les lots traités par AJEAAL, AICI;+AAL+NS et AICI3+NS ce taux est corrigé
partiellement par rapport au lot AXITableau 10, Figure 25).

2. Effet sur la concentration plasmatique en créatiine
D'aprées les résultats,

nous avons enregistré ungmeuntation significative de la

concentration plasmatique en créatinine chez ksstraités par AlGl par rapport aux rats témoins.

Le traitement des rats par 'AAL et/ou la NS amdéicette augmentation, comparativement au

groupe AIC} on observe une diminution significative chez lesuges traités par les combinaisons
AICIs+AAL, AICI 3+AAL+NS et AICI:+NS (Tableau 10, Figure 25).

3. Effet sur la concentration plasmatique en acidarique

Les résultats obtenus (Tableau 10, Figure 25) raphtune augmentation statistiquement

significative de la concentration plasmatique eidearique chez le lot AlGlcomparativement au

lot témoin. Ills montrent aussi, un rétablissemest pne diminution significative chez les lots
AICI3+AAL, AICI 3+AAL+NS et AICI3+NS comparativement au lot AlECI

Tableau 10: Variation de la concentration plasmatige (mg/dl) en urée, en créatinine et en

acide urique chez les rats témoins et les rats ttés.

Lots expérimentaux

Parametres T AICI 5 AICI, +AAL | AICI ;+AAL+NS AICI +NS NS
Urée (mg/dl) | 0.22+0.03 0.45+0.04 0.35+0.077 0.31+0.047 0.37+0.06” 0.28+0.07
% - +104.54 +59.00, -2202 +4090, -31]1+68.18,-17.77 -
(i:ﬁg“/g'lg‘e 34+8.02 53.5+9.72 35+6.35 40.66+7.86 38.83+3.48 | 31.66+1.03

% - +57.35 3457 -24 -27.42 -
ACE‘:fng;?ue 14.33+3.93| 20.66+2.73 15.33+3.61 14.16+3.31 14.66+3.77 | 13.16+3.31
% - + 4417 258 -31.46 ~29.04 ;

"p<0.05 ;" p<0.01 par comparaison avec les rats témoins.

#p<0.05 par comparaison avec les rats traités par;AlCI
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Figure 25: Variation de la concentration plasmatiqe en urée, en créatinine et en acide urique
chez les rats témoins et les rats traités.

"p<0.05 ;" p<0.01 par comparaison avec les rats témoins.

#p<0.05 par comparaison avec les rats traités parsAlCI
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» Discussion

L'urée, la créatinine et I'acide urique, sont dasgmetres essentiels pour évaluer la fonction
rénale et la filtration glomérulaif@ahieu et al., 2005).L’augmentation de la teneur plasmatique
en acide urigue, en créatinine et en urée enregidéms la présente étude chez le groupesA&St
considérée comme un biomarqueure du dysfonctionmieréeal qui est probablement corrélé a des
changements de I'histoarchitecture rénale, visé@gar I'étude histologique. Les étudesvidhdy
et Farrag, (2009); Mahieuet al., (2009)montrent clairement que I'exposition prolonger @ets
d’aluminium provoque des effets néphrotoxiques, mruvent altérer les cellules rénales chez les

rats de la souche wistar.

L'urée et la créatinine sont les produits finalsla@égradation des protéines tandis que la
purine est la principale source de I'acide uri@Mahieu et al., 2005, Newairyet al., 2009) De ce
fait, 'augmentation de leurs taux plasmatique pétrie corrélée soit a l'augmentation du
catabolisme protéique, ou bien a l'augmentationladeylycation des protéines (c'est-a-dire la
fixation du glucose plasmatigue en excés sur legpres selon une réaction non enzymatique), qui
peut entrainer une atrophie musculaire accompaghé®e libération accrue de la purirf&l-
Demerdash, 2004; Kumaret al., 2009; Mahieuet al., 2009).

Bien que l'acide urique puisse agir comme un amtiaxt, en cas d’exceés au niveau
plasmatique il agira comme prooxydant ce qui audgenéa production des ERO ainsi que leurs
effets délétereEl-Demerdash, 2004; Yousef, 2004).

Chez les groupes traités par la combinaison ctdodialuminium et huile de nigelle
comparés au groupe traité par le chlorure d’aliiminseul, les concentrations plasmatiques en
urée, en acides urique et en créatinine sont diseisiu Du méme, l'augmentation de la
concentration plasmatique de ces parametres causl@l; a été déclinée aprés I'administration
de l'acide alpha lipoique. Ces effets sont liés propriétés antioxydantes de nigelle et de I'acide
alpha lipoique. En effet, I'extrait végétal et laolécule a pouvoir antioxydant utiliser dans la
présente étude exercent un effet protecteur cdefeattaques radicalaires diminuant ainsi la
peroxydation lipidique, augmentent les processus ddéense cellulaire vis-a-vis les effets
cytotoxigues du stress oxydatif induit par le chter d’aluminium et préserve par conséquent
I'altération rénale, cette conclusion est concoméaavec I'histologie des reins. De nombreuses
études ont prouve l'efficacité du nigelians I'amélioration de la fonction rénglk€okdil et al.,
2005 ; Mahdy et Farrag, 2009; Ismaikt al., 2010)
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D’autres étudegNeveset al., 2004; Shanmugarajanet al., 2008) montrent également

I'efficacité de I'acide alpha lipoique contre lgphéotoxicité induite par les produit chimiques.

Kokdil et al., (2005); Yaman et Balikci, (2010pnt rapporté dans leurs études que I'effet
amélioratif de I'huile de nigelle sur le fonctionment du rein est probablement lié & 'amélioration
du métabolisme protéique. Des études réceffbedl-Zaher et al., 2008; Yiet al., 2011) ont
également signalé que I'acide alpha lipoique peuiger le désordre métabolique et améliore les

teneurs plasmatiques en acide urique, en créatatiea urée chez des rats et des souris traités par
une dose orale d’AAL (100mg/kg PC).
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Chapitre VI: Impact du chlorure d’aluminium sur le profil lipidique:
Effets protecteurs de la supplémentation en huile de nigelle et/ou
en acide alpha lipoique

1. Effet sur la concentration plasmatique en cholésérol

Nos résultats révelent, une variation significativetaux plasmatique en cholestérol chez les
groupes AIC} (+50.53%), AICL+AAL+NS (-29.03%) AICI3+NS (-20.43%) et NS (-34.4@ar
rapport au groupe témoin (Tableau 11, Figure 2&hdis qu’on enregistre un rétablissement par
une diminution significative chez les groupes AKAAL, AICIz+AAL+NS et AICI3+NS

comparativement au groupe AiClI

2. Effet sur la concentration plasmatique en triglgérides et en HDL (High density
lipoprotein)

Les résultats présentés dans le Tableau 11 etapkrgure 26 illustrent une diminution
significative des triglycérides chez le lot AMENS par rapport au lot témoin. Aussi, selon nos
résultats on remarque une diminution significatidHDL chez le lot AICE (-14.92%)
comparativement au lot témoin.

Parallelement, une amélioration par une augmentadignificative du taux d’HDL est
enregistrée chez les lots traités par les comtmnaiAICk+AAL, AICI 3+AAL+NS et AICI3+NS

comparativement au lot Algl

3. Effet sur la concentration plasmatique en LDL (low density lipoprotein)

Les résultats de notre étude indiquent une augmi@mtsignificative de LDL chez les rats
traités par AlG4 (+ 37.25%) comparativement aux rats témoins. @egistre aussi une différence
significative comparant les groupes traités parctaabinaisons AIGHFAAL+NS, AICI3+NS et NS
au groupe témoin.

En revanche, ce taux est corrigé aprés supplénmmtan NS et/ou en AAL. La
comparaison avec le groupe AlCtévelent une diminution significative chez les upes
AICI3+AAL, AICI 3+AAL+NS et AICI3+NS (Tableau 11, Figure 26).

4. Effet sur la concentration plasmatique en VLDL Yery low density lipoprotein)
L’analyse statistique des valeurs obtenues n’a récanicune différence significative entre

les six lots expérimentaux (Tableau 11, Figure 26).
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Tableau 11: Variation de la concentration plasmatige (mg/dl) en cholestérol, en

triglycérides, en HDL, en LDL et en VLDL chez les ats témoins et les rats traités.

Lots expérimentaux

Parametres T AICl 5 AICI; +AAL [ AICI ;+AAL+NS AICI 5+NS NS
Cr(‘;'gf(;gm' 0.93+0.07 1.4+0.45 | 0.86+0.11"* 0.66+0.15 0.74+0.11# 0.61+0.1"
% . +50.53 -3857 -29.03, - 52.85 -20.43, 147, -34.40
T”?r'xg/edrl')des 0.92+0.06 1+0.07 0.81+0.26 0.94+0.15 0.64+009 0.9+0.12
% - - ; ; -11.95,- 36 -
HDL (mg/dl) | 0.67+0.05 0.57+0.041| 0.64+0.06 0.65+0.063 0.62+0.045 0.71+0.09
% ; -14.92 +12.28 +14.03 +8.77 ]
LDL (mg/dl) 0.51+0.1 0.7+0.11 0.45+0.13 0.3+0.08" 0.36+0.07"" 0.31+0.T
% - +37.25 -35.71 ~41.17,-57.14 -29.41, 578, -39.21
(\|fn Lg%) 0.18+0.01 | 019:0.05| 0.17+0.04 0.18+0.03 0.15:0.02|  .18£0.02

%

"p<0.05 ;" p<0.01 par comparaison avec les rats témoins.

p<0.05 ; "p<0.01 par comparaison avec les rats traités par;AlCI
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Figure 26: Variation de la concentration plasmatiqe en cholestérol, en triglycérides, en HDL, en
LDL et en VLDL chez les rats témoins et les rats #ités.

"p<0.05 ;" p<0.01 par comparaison avec les rats témoins.

*n<0.

05 : "p<0.01 par comparaison avec les rats traités parAlCI
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» Discussion

L’analyse des résultats obtenus montre des pettansadu profil lipidique chez les rats
traités par AICJ comparant aux rats témoins. Ces perturbationslaarinséquence d’une lipolyse
intense au niveau des adipocytes induit par I'atitim de la lipoprotéine lipase hormonosensible.
D’autre part, I'hypercholestérolémie observée dEngrésente étude peut étre aussi considérée
comme le résultat de linsulinorésistance ou bien l@ffet inhibiteur d’aluminium sur les
récepteurs a LDL situé au niveau des tissus péigues. Il peut étre aussi lié a 'augmentation de
la concentration en VLDL. Du méme, I'hypertriglyicimie observée est liée a 'augmentation de
la concentration en VLDL. Plusieurs étud@sl-Damardash, 2004; Mailloux et al., 2011;
Shrivastava, 2012)ont également montré que l'intoxication aluminigo@uit une augmentation de
la concentration plasmatique en cholestérol, agiytrérides, en LDL et en VLDL accompagnée

d’'une diminution de la concentration en HDL.

La quantité totale du cholestérol plasmatique dépem taux d’excrétion biliaire (sous
forme de cholestérol ou de sel biliaire) et du tdexsynthése hépatiquel-Damardash, (2004)
suggere que I'’hypercholestérolémie enregistrée deszrats traités quotidiennement par une dose
de 34mg/kg PC du chlorure d’aluminium pendant 30gpest fortement liee a 'augmentation de sa
synthése hépatique suite a une stimulation de igxdmeéthyle-glutaryl-CoA (HMG-CoA enzyme
clé dans la biosynthese du cholestérol) par I'ahium.

Les études rapportées pdailloux et al., (2011)prouvent que la perturbation du cycle de
Krebs induit par I'aluminium, entraine 'accumutati du citrate qui va étre transporter vers le
cytosol dans le quelle il se transforme sous liefice des enzymes lipogeniques en acides gras.
Ces derniers subit une estérification (liaison aeeglycérol) pour donner des TG ce qui augmente
leurs taux plasmatique ainsi que le taux de learssporteurs (VLDL). Tandis qulewairy et al.,
(2009) ont rapporté que l'augmentation de la concentragon VLDL enregistrée peut étre
expliquée, d’'une part par l'augmentation de lewystl®ese hépatique et d’autre part par un

ralentissement de leurs catabolisme.
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Au contraire, nous avons constaté chez les ratédrpar le chlorure d’aluminium associé
avec I'huile de nigelle et/ou 'acide alpha lipogqune amélioration de la cholestérolémie et du taux
plasmatique en HDL et en LDL, avec une améliorapartielle de la triglycéridémie et du taux
plasmatique en VLDL. Ces effets sont dus soit saitee réduction de I'absorption intestinale du
cholestérol et/ou une augmentation de son excréiiare. Ou bien, suite a une diminution de la
synthese des acides gras, une inhibition de I'hd@bA carboxylase et une augmentation du
catabolisme des LDL. En accord avec nous résuliatsffet hypocholestérolémiant de nigelle ainsi
gue d'acide alpha lipoique a été également obsana@urs d’autres études effectuées sur des rats
et des lapingCakatay et al., 2005; Mahdy et Farrag, 2009; Yiet al., 2011; Shabaneaet al.,
2012)

Malarkodi et Varalakshmi, (2003); Saadet al., (2010)indiquent dans leurs études que
I'effet préventif exercé par I'acide alpha lipoigser le profil lipidique est fortement corrélé a la
diminution de [l'estérification du cholestérol intedlulaire par I'acyle-CoA (cholesterol acyl
transferase, ACAT). lls montrent aussi, que I'’Aflibe l'activité enzymatique de la HMG-CoA

réductase et de la lipoprotéine lipases ce quirdignia synthése hépatique du cholestérol.

L’effet hypolipémiant de 'huile de nigelle estriué aux molécules bioactives contenus
dans les grains. Les étuddsMahdy et Farrag, (2009); Shabaneet al., (2012)ont rapporté que
les flavonoides, les huiles essentielles (notammagitymoquinone et la nigellone), les phytostérols
et les acides gras polyinsaturés tel qup-#itosterol peuvent agir comme inhibiteurs de ¢ees
enzymes clés du métabolisme lipidique. De plgspail et al., (2010) suggerent que l'effet
hypocholestérolémiant de la nigelle peut étre diissi I'action de la thymoquinone au niveau des
genes responsables de métabolisme du cholestéapigenentant spécifiguement le taux des ARN
des récepteurs LDL et en diminuant celle de la HR®IG3 réductase. En effedsgary et al., (2013)
ont suggéré que I'huile de nigelle peut agir sw fécepteurs LDL provoquant leur régulation
(sensibilisation) ce qui méne vers une diminutiartalix plasmatique en cholestérol chez les lapins

hypercholestérimique et prévient I'athérosclérose.
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Chapitre VII: Stress oxydatif induit par le chlorure d’aluminium:
Effets protecteurs de la supplémentation en huile de nigelle et/ou

en acide alpha lipoique

1. Effet sur le taux du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du GSH montre une diminution signifiea(i<0.01) de leur teneur au niveau du

foie (-21.96%), des reins (-32.21%), du cceur (2%p des testicules (-29.28%), du cerveau
(-16.26%) et des GR (-32.84%) chez le lot Al&@mparativement au lot témoin.

Par contre, ces valeurs augmentent chez les IQIS#HAAL, AICI 3+AAL+NS et AICI3+NS

par rapport au lot AlGl Comparant le lot NS avec le lot témoin, on erstegi une variation

significative de la teneur en GSH dans le cceur.@6) (Tableau 12, Figure 27).

Tableau 12: Variation de la teneur du glutathionréduit (hmol/mg de protéine) dans: le foie,

les reins, le cceur, les testicules, le cerveau et globules rouges (GR) chez les rats témoins et

les rats traités.

Les Lots expérimentaux
Parametre [ Organes T AICI 5 AICI; +AAL [ AICI s+AAL+NS AICI 3+NS NS
foie 87.83+5.6 68.54+7.61 | 79.93+9.8% 80.4+3.78 80.77+46.55 | 89.6+12.25
% - -21.96 +16.61 +17.3 - -
= Reins 50.17+1.14] 34.01+7742| 46.64+5.3 48.73+4.3% 44.98+4.85 50.51+8.16
g % - -32.21 +37.13 +43.28 +32.25 -
= Coeur 53.41+3.42| 38.55+173| 53.78+2.1%" 52.47+1.037 | 67.45+5.97"" | 83.46+11.44
3 % - -27.82 +39.50 +36.1 +26.28, + 74]p6 + 56.26
£ Testicule 81.09+3.87| 57.03+1748] 82.27+9.58 60.4+1.64 % 75.1+2.63" 84.35+1.5
; % - -29.28 + 44.25 - 25,51, + 5.9 -7.38,+31.p8 -
n Cerveau 106.73+4.29  89.37+355 101.66+4.18 | 105.24+3.03% | 102.90+10.05 | 111.76+6.31
© % - -16.26 +13.75 +17.75 +15.13 -
GR 24.78+0.52| 16.64+0.3 17.63+0.28 22.71.816° 21.22+0.36 24.7+0.43
% - -32.84 - 28.85 + 36.47 - -

"p<0.05 ;" p<0.01;"" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

p<0.05 ;*p<0.01 ;" <0.001 par comparaison avec les rats traités palsAlC
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Figure 27: Variation de la teneur du glutathion réduit (GSH) dans le foie, les reins, le cceur, les

"p<0.05 ;" p<0.01 ;™
9 <0.05 ;*p<0.01 ;

testicules, le cerveau et les globules rouges (Géhez les rats témoins et les rats traités.

p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

1 <0.001 par comparaison avec les rats traités pals AIC
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2. Effet sur le taux de la malondialdéhyde (MDA)

D’aprés les résultats de notre étude (Tableau igiré- 28) on observe une augmentation

significative (<0.05) du taux de MDA au niveau du foie, des rethisgcoeur, du cerveau et des GR

comparant les rats traités par AJ€t les rats témoins.

Par rapport aux rats traités par AJQé traitement par les combinaisons (AHAAL,

AICI3+AAL+NS et AICI3+NS) entraine un rétablissement par une diminustatistiquement

significative du taux élevé de la malondialdéhydedlle foie, les reins, le coeur, le cerveau et les

GR.

Tableau 13: Variation de la teneur de la malondildéhyde (MDA) (nmol/mg de protéine)

dans: le foie, les reins, le cceur, les testiculés cerveau et les globules rouges (GR) chez les

rats témoins et les rats traités.

. Les Les lots expérimentaux
Parametie | organes T AlCI AICI; +AAL | AICI s+AAL+NS | AICIz+NS NS
3 3 3 3
foie 0.263+0.003] 0.353+0.02] 0.272+0.03 0.25+0.0% 0.294+0.01 | 0.28+0.002
% - +34.22 - 22.94 -29.17 - -
3 Reins 0.305+0.01]  0.425+0.0f 0.3350.0% 0.312+0.02 0.347+0.034 | 0.294+0.03
=1 % - +39.34 -21.17 - 26.58 -18.35 -
g Coeur 0.34+0.07 | 0.480.03" | 0.432:0.025 0.323+0.0f" | 0.361x0.0% | 0.335+0.05
= % - +41.17 +27.05 -32.70 -24.8 -
£ Testicule | 0.812+0.07]  0.865+0.0B 0.843+0.04 0.820a6 0.852+0.1 | 0.836x0.0L
~ % - - - - - -
= Cerveau | 0.277+0.01] 0.345+0.06 0.221+0.07 0.284+0.01 0.312+0.02 | 0.257+0.09
= % - + 24.54 - 35.94 -17.68 +9.56 -
GR 0.317+0.02] 0.435+0.01] 0.404+0.01 0.354+0.0%" 0.382+0.007 | 0.33+0.01
% - +37.22 +27.44 - 18.62 - -

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

p<0.05 ; *p<0.01 ;**p<0.001 par comparaison avec les rats traités pals AlIC

113



Résultats et discussion

0,6 1

Lots expérimentaux

? _—
2 04 §
S 035 @ g5 | *
o # = U,
8 03 ## g )
L o025 g 04 # #
g 02 > 03 -
~N
< 015 % 0
E 0,1 - 2
< 0,05 1 £ 01
=) <
s 0 T T T T g 0 - T T T T T
A O A e oy & e e
v < » & » o N &
© & ® O 5 N
v & ? 5
v B
Lots expérimentaux Lots expérimentaux
- E 1 1 -
) £
0,6 - 3 1
:5 . 2 0,95
46 0,5 - ** a 09 |
8 04 - ## g
% Hith w 085 1
o 0,3 - £
£ > 08
< 02 0
° £
g€ 011 £ 0751
£ <
g 0 ' ' ' ' g 07
o N
S 4 & »"é’ “’xé’ N A & & & & o
g &S A
O x v © Ra N
¥ & v 9
N ¢
v )
Lots expérimentaux Lots expérimentaux
m - @ -
2 045 1 * £ o5
:E’ 04 ;03 0,45 *% -
9 035 * 9 04 Hith
£ ’
Q # # Q 0,35 -
i g 03
T h-] y
w 025 w 0,25
€ 02 E 0,2 A
S 015 - 3 015 1
o Y
£ g 011
c O £ 005 1
< 005 1 g oA . . . ' '
[a)
E 0 R T T T T E A v\:o/’) vv\‘ \'xé—, c)xé" é”
Y ) ) X
& A > by $ & X &
v 2 > » ¥ > ¥
& & ¥ &
v (J’bx R

Lots expérimentaux

Figure 28: Variation de la teneur de la malondialdéyde (MDA) dans le foie, les reins, le cceur,

les testicules, le cerveau et les globules roug&R() chez les rats témoins et les rats traités.

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

*p <0.05 ;*p<0.01 ;" <0.001 par comparaison avec les rats traités paiAlC

114



Résultats et discussion

3. Effet sur l'activité du glutathion peroxydase (G°x)

Les résultats illustrés dans le Tableau 14 et paFifjure 29 indiquent une diminution

significative de

l'activité enzymatique du glutathi peroxydase chez

le group AICI

comparativement au groupe témoin au niveau desesgétudiés ainsi qu’au niveau des GR. On

observe également une augmentation significativéad@Px au niveau du cceur chez le groupe

traité par la NS comparativement au groupe témoin.

En revanche, I'administration aux rats de I'AAL aet/la NS + AIC} entraine une

amélioration par augmentation de l'activité enzymat du GPx dans le foie, les reins, le cceur, les

testicules, le cerveau et les GR par rapport aisdraités par AlGl

Tableau 14: Variation de l'activité enzymatique duglutathion peroxydase (GPx) (nmol

GSH/min/mg de protéine) dans : le foie, les reing cceur, les testicules, le cerveau et les

globules rouges (GR) chez les rats témoins et lads traités.

. Les Lots expérimentaux
Parametre [ organes T AICI AICI; +AAL | AICI s+AAL+NS | AICI++NS NS

= foie 0.17+0.006] 0.145+0.003 | 0.153+0.04" 0.208+0.0%" 0.162+0.01 | 0.177+0.01

2 % - - 40.70 - 10, +5.51 + 43.44 - -

> Reins | 0.151+0.03 0.107+0.02 0.134+0.04 0.148+0.05 | 0.143+0.08' | 0.157+0.07

= % - -29.13 +25.23 +38.31 + 33.64 -

€ Coeur | 0.123+0.04 0.09+0.03 0.105+0.02 0.117+0.08 0.137+0.0%" | 0.142+0.003

I % - - 26.82 - + 30 +52.22 +15.44

3 Testicule | 0.17+0.004] 0.121+0.0f | 0.157+0.007 0.143+0.02 0.164+0.04" | 0.18+0.009

S % - - 28.82 +29.75 +18.18 + 35.53 -

E Cerveau | 0.209+0.0p 0.116+0.03" 0.167+0.05 0.194+0.07 [ 0.182+0.06" | 0.24+0.09

X % - -445 + 43.96 +67.24 +56.9 -

o GR 0.193+0.07] 0.15+0.00% 0.178+0.008 0.221+0.005 | 0.18+0.004 | 0.202+0.004
% - -22.27 +18.66 +47.33 +20 -

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

*p<0.05 ; "p<0.01 par comparaison avec les rats traités par;AlCI
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Figure 29: Variation de I'activité enzymatique du dutathion peroxydase (GPx) dans le foie,

les reins, le coeur, les testicules, le cerveau et globules rouges (GR) chez les rats témoins et

les rats traités.

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

0 <0.05 ;*p<0.01 par comparaison avec les rats traités par;AlCI
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4. Effet sur 'activité de la catalase

L’administration du AIC{ a raison de 34 mg/Kg P.C induit une variation iiggtive

(P<0.001) de I'activité catalase dans le foie, lesggle coeur, les testicules, le cerveau et les GR

comparant aux rats témoins.

Cependant, chez les groupes AKAAL, AICI3+AAL+NS et AICI3+NS on enregistre un

rétablissement par augmentation de cette actieités les organes étudiés ainsi que dans les GR par

rapport au groupe AlglTableau 15, Figure 30).

Tableau 15: Variation de I'activité enzymatique dda catalase (umol HO, dégrader/min/mg

de protéine) dans : le foie, les reins, le cceursléesticules, le cerveau et les globules rouges

(GR) chez les rats témoins et les rats traités.

. Les Lots expérimentaux
Parametiel organes T AICI AICI; +AAL | AICI s+AAL+NS AICI 3+NS NS
3 3 3 3
foie 7.052+0.09 5.666+0.2 6.81+0.06" 6.945+0.18 6.851+0.2 | 7.037+0.12
9 % - - 19.65 - 3.43, +20.19 +22.57 - -
Sa Reins | 5.505+0.0] 3.408+0.1" 4.70.2 4.971+0.09 4.917+0.06" | 5.155+0.15
g % - - 38.09 +37.91 + 45.86 +44.27 -
Q9 Ceeur | 6.841+0.0§ 4.628+0.08 4.934+0.1 5.775+0.1% 5.837+0.15" | 5.962+0.2
5 o % - -32.34 - 27.87 +24.78 +26.12 -
gg Testicule| 6.641:0.64 4.371%0.5° 6.477+0.3" 6.532+0.2" 6.457+0.4" | 6.841+0.09
;;% % - -34.18 +48.18 +49.43 +47.72 -
& | Cerveau| 3.21+0.1] 1.98:0.6 3.126+0.5 3.165+0.%" 3.177+0.15" | 3.242+0.9
8= % - -38.31 +57.87 +59.84 +60.45 -
O GR 1.862+0.01] 1.56+0.05 1.656%0.05 1.804%0.17 1.752+0.04 | 1.90+0.07
% - -16.21 - - - -

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

p<0.05 ;*p<0.01 ;" <0.001 par comparaison avec les rats traités pal AIC
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Figure 30: Variation de I'activité enzymatique de & catalase dans le foie, les reins, le cceur, les

testicules, le cerveau et les globules rouges (Géhlez les rats témoins et les rats traités.

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

*p <0.05 ;*p<0.01 ;" <0.001 par comparaison avec les rats traités paiAlC
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5. Effet sur l'activité de la superoxyde dismutaséSOD)

Comparant au groupe témoin, la détermination detiVideé enzymatique de la SOD
(Tableau 16, Figure 31), chez le groupe Alfévéle une diminution significative €B.05) dans le
foie (-55.77%), les reins (-33.71%), le coeur (-3%0), les testicules (-31.11%), le cerveau
(-59.43%) et les GR (-70.65%). Elle révele ausgie wariation significative chez les groupes

AICI3+AAL, AICI 3+AAL+NS dans le foie et les GR ainsi que chez leuge AICE+AAL dans le

cerveau.

Par contre, la diminution de l'activité enzymatigieela SOD tissulaires et érythrocytaire est
corrigée apres le traitement des rats par les cwndmns (AICH+AAL, AICI3+AAL+NS et

AICI3+NS), nos résultats révelent une augmentationfgigtive de cette activité comparativement

aux rats traités par Algl

Tableau 16: Variation de I'activité enzymatique dda superoxyde dismutase (SOD) (U/mg de

protéines) dans: le foie, les reins, le cceur, lessticules, le cerveau et les globules rouges (GR)

chez les rats témoins et les rats traités.

. Les Lots expérimentaux
Parametre | organes T AICI 5 AICI; +AAL | AICI ;+AAL+NS [ AICI;#NS NS
foie 0.814+0.09 0.36+0.06° | 0.46+0.04 7 0.513+0.05" | 0.872+0.03 | 0.911+0.03
- % - -55.77 -43.48, + 27.7 -36.97, + 42k + 222, -
2 Reins | 1.105+0.1} 0.751+0.0§ |  0.91:0.1% 0.964+0.1° 1+0.17 | 1.165+0.19
2z % - -33.71 +21.17 +28.36 +33.15 -
s Cceur | 0.161+0.0f 0.04+0.02 0.133+0.04 0.152+0.04 0.17+0.05" | 0.181+0.1
3 % - - 75.15 +2325 + 280 +325 -
£ Testicule| 1.35+0.18] 0.93+0.12 | 1.204+0.1% 1.13+0.24 1.273+0.17| 1.47+0.2
=) % - -31.11 +29.46 - + 36.88 -
8 Cerveau | 0.567+0.09] 0.23+0.08" | 0.354+0.07" 0.621+0.1% | 0.477+0.18" | 0.603+0.06
) % - -59.43 - 37.56, + 53.9 +170 +107.39 -
GR 1.363+0.04 0.4+0.06" 0.912+0.11% 0.821+0.17" 0.7+0.0f [ 1.410+0.01
% - -70.65 -33.08, +128] - 39.76, +105.45 648. -

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

p<0.05 ;*p<0.01 par comparaison avec les rats témoins traéAlCl.
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Figure 31: Variation de I'activité enzymatique de & superoxyde dismutase (SOD) dans le foie,
les reins, le coeur, les testicules, le cerveauet globules rouges (GR) chez les rats témoins et

les rats traités.

"p<0.05 ;" p<0.01 ;" p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

*p <0.05 ;*p<0.01 par comparaison avec les rats traités par;AlCI
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> Discussion

La peroxydation lipidique (LPO) est le processuslalelégradation oxydative des acides
gras polyinsaturés et son occurrence dans les na@edbiologiques cause des changements dans
la structure et la fonction membranaire. Elle cause dépolarisation, une perturbation des lipides
et une inhibition des enzymes membranaires. Molduleansport des protéines et finalement cause
la perte de l'intégrité de la membrane plasmatidDeci explique la perturbation des activités
transaminases et lactate déshydrogénase plasmétigaueées montrées precédemmehtpra et
al., 2003; Sharma et al., 2007).e degré du LPO est mesuré en termes de malondisld§ MDA,
produit final de LPO). En effet, les taux élevés MBont des indices importantes de la toxicité et

de la cancérogénicité de plusieurs xénobiotidaeseo et al., 2004).

L’augmentation de la peroxydation lipidique et dmmmages oxydatifs provoque des
perturbations remarquables dans l'activité des mesy antioxydantes (GPx, Catalase, SOD)
(Prakash et Kumar, 2009; Shrivastava, 2012Les derniers sont considérés comme la premiere
ligne de la défense cellulaire contre les dommaggdatifs. Elles empéchent I'induction d’'un état
du stress oxydant, maintiennent 'homéostasie ddlules et jouent un réle important dans
I'élimination des ERO. Les ERO peuvent étre évaduédirectement en mesurant les activités de
ces enzyme@Abreo et al., 2004; Nehru et Anand, 2005; Lukyanenkeat al., 2013).

Le glutathion réduit (GSH), un thiol endogene jowerdle d’antioxydant. En outre, il est un
réducteur physiologique responsable de maintersitaleit redox intracellulaire. Il joue aussi urerdl
major dans la protection et la détoxification desnposés prooxydants en agissant comme
cosubstrat d’enzymes antioxydan{®&hieu et al., 2005; Nehru et Anand, 2005).

Nos résultats révelent une diminution significatileela teneur en glutathion au niveau des
organes étudiés et des érythrocytes apres admatstrdu chlorure d’aluminium, cette baisse est le
résultat de la diminution de la synthese hépatayuglutathionEn effet,Yousef et Salama, (2009)
ont trouvé des résultats similaires. Du méwniezelieneet al., (2011)montrent que le traitement
des souris par une injection intrapéritonéale dorahe d’aluminium(25mg/kg PC)rovoque une
augmentation du glutathion oxydé (GSSG) et une mition du glutathion réduit ainsi que de

I'activité des enzymes GSH-dépendantes
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Des études recent@dewairy et al., 2009 ; Mailloux et al., 2011)montrent que le chlorure
d’aluminium a un effet inhibiteur sur l'activitéighmyl-cystéine synthétase, enzyme qui controle la
biosynthése du glutathion dans le foie. Il a augsieffet inhibiteur sur l'activité du glucose-6-
phosphate déshydrogénase et du NADP-isocitrateydésignase, enzyme impliguée dans la
régénération du NADPH indispensable pour le renibement des molécules de glutathion. La
diminution de la quantité du NADPH peut étre aligsi a I'hyperglycémie (le glucose utilisé par la

voie des polyols consomme le NADPH).

D’autre part, la baisse du taux de GSH tissuldirghrocytaire pourrait étre le résultat de
la dégradation massive de ce tripeptide due a 8lendans la détoxification des radicaux libres
générés par I'aluminium, ces derniers réagissestt ame forte affinité aux groupements thiol (-SH)
de la GSHMabhieu et al., 2005, 2009; Shrivastava, 2012).

Les résultats de notre étude montrent aussi unmentgtion du taux de malondialdéhyde
(MDA) au niveau de tous les organes étudiés. Gamioigne l'installation d’'un état de stress
oxydatif chez les rats traités par le chlorure whahium. Le niveau élevé de MDA pourrait étre
causé suite & une augmentation d'ion& Fkaison de I'Al sur la transferrine & la place Be?)
capables de générer les ERO (réaction de fentbguéele radicale hydroxyle qui a son tour peut
initier la peroxydation lipidique et/ou suite ankictivation des enzymes impliquées dans la défense
antioxydante. Nos résultats concordent avec ceuRrdkash et Kumar, (2009); Sharmaet al.,
(2007); Wu et al., (2012); Lukyanenko et al., (2013).Flora et al., (2003) montrent que le
traitement oral des rats par le nitrate d’aluminiaungmente la peroxydation lipidique au niveau

tissulaire.

Ainsi, l'augmentation excessive des radicaux libreduit aussi une perturbation de
lactivité de GPx, catalase et SOD dans les orgattadiés des rats traités par le chlorure
d’aluminium comparativement aux rats témoins. Lesdemde I'activité des enzymes antioxydantes
pourrait signaler soit un état d’épuisement a itesde surexploitation par un stress oxydatif, soit
tout simplement une inhibition de leurs expressienglans les deux cas, cette baisse indique un

déséquilibre antioxydant et un état de stress dKyda
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La diminution de l'activité de GPx, catalase et SPhurrait étre expliqguée également par
'épuisement de sélénium, du zinc, du cuivre et @8H, coenzymes nécessaire au bon
fonctionnement des enzymes antioxydantes. Ces\aigers ont été confirmées par les travaux de
Nehru et Anand, (2005); Sharmeet al., (2007); Yousef et Salama, (2009); Zhet al., (2012)qui
ont également enregistrés une diminution de I'#étivdes enzymes antioxydantes suite a
l'intoxication aluminique. Les étudete Guo et al., (2009); Lukyanenkoet al., (2013)ont rapporté
gue Paccumulation du chlorure d’aluminium inhib@bsorption des oligoéléments, altere leur

homéostasie et diminue leur capacité de liaisoneazymes antioxydantes.

De plus de leurs effets bénéfiques sur les parasgthysiologiques, hématologiques et
biochimiques I'huile de nigelle et I'acide alphpdique exercent aussi des effets bénéfiques sur la
variation des parameétres du stress oxydatif en antant les activités des enzymes antioxydantes
(GPx, Catalase, SOD), en stimulant la productionnd’ importante quantité de GSH et en
diminuant la peroxydation lipidique au niveau tlage et érythrocytaire. Plusieurs étudiisan et
al., 2005; Mohamadin et al., 2010; Awadalla, 2012; Krishnan et Muthukrishnan, 212),
indiguent clairement I'effet protecteur de la nlgelis-a-vis les effets cytotoxiques du stress
oxydatif induit par différents xénobiotiques. D'eeg recherches, ont montré aussi les effets
antioxydants puissants de I'AAL dans la réductieraperoxydation lipidiquéPrahalathan et al .,
2006; Sahinet al., 2006; Moraeset al., 2010; El-Beshbishyet al., 2012).

Les résultats enregistrés dans la présente éaidseiht suggérer que 'augmentation du taux
de glutathion et de I'activité des enzymes anti@ds sont traduites par la capacité de NS et AAL
d’'induire un effet scavenger vis-a-vis les radicdibxes produits par I'aluminium (réduction du
stress oxydant), pour maintenir ainsi le taux ndroh@ glutathion hépatique et des activités
enzymatiques. La diminution du taux de MDA confirmes suggestions. |l a été rapporté que
I'activité anti-oxydante de nigelle ainsi que dacide alpha lipoique est liee a leurs capacités de
chélater les métaux lourds et les ions métalliqdespiéger les espéces réactives de I'oxygene, de
régénérer les antioxydants endogenes (tels quetaine C, la vitamine E et le GSH) et de réparer
par conséquent les dommages macromoléculairevaawuncellulairegKokilavani et al., 2005;
Amudah et al., 2007; Liet al., 2013; Taymanet al., 2013).
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Les travaux de rechercheAdrSaleh et al., (2006)ainsi que dAwadalla, (2012)ont montre
gue la NS présente une source importante de vitsmreh d'oligoéléments qui sont des cofacteurs
pour les enzymes antioxydantes. De plus, des étodlemntes ont montré que les activités
antioxydantes efficaces de la NS sont attribuéesa echesse en composés phénolique, alors que
I'activité antioxydante d’AAL est attribuée a sorogpement sulfhydriléKokilavani et al., 2005;
Moraseet al., 2010)

Selon des recherches antérieurs réalisées sumatiesvistar pendant 70jourShila et al.,
(2005)montrent qué’acide alpha lipoique (70 mg/kg PC par gavagey@xéeur effet antioxydant
vis-a-vis le stress induit par I'arsenic (100ppmsideau de boisson), en favorisant le captage
cellulaire du glucose. Ce dernier, constitué lesgnalb pour la voie des pentoses phosphates ce qui
augmente le taux cellulaire du NADPH et par consétuaugmente l'activité des enzymes
antioxydantes telle que la catalase (régénéraiooed enzymes par le NADPH provenant du voie

des pentose phosphate).

De plus,Abedel-Zaher et al., (2008); Winiarska et al., (2008)ont constaté que I'AAL
favorise la biosynthése du glutathion réduit ennaergtant I'absorption intestinale et le captage
cellulaire de la cystéine. En outre, 'augmentatthntaux de GSH conduit a I'augmentation de

l'activité de la GPx.
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Chapitre VIII: Impact du chlorure d’aluminium sur
I'histoarchitecture de certains organes: Effets protecteurs de la
supplémentation en huile de nigelle et/ou en acide alpha lipoique

1. Etude histologique du foie

L’administration du chlorure d'aluminium (34mg/kgCP aux rats provoque des
changements au niveau de I'histoarchitacture demathéytes (Figure 32) caractérisés par la
présence d’infiltra inflammatoire lymphoplasmocwai ectasie vasculaire et des fibroses. En
revanche, la supplémentation en NS et/ou en AALirdim ces modifications intracellulaires des
hépatocytes. On note un infiltra inflammatoire Iyroplasmocytaire discret avec une absence
d’ectasie vasculaire et des fibroses chez les goudCh+AAL, AICI3+AAL +NS et AICKL+NS

comparativement au groupe AiCI

2. Etude histologique des reins

La présente étude (Figure 33) montre aussi ugeadilin structurale des reins marquée par
une infiltration leucocytaire et des ectasies visms chez les rats traités par le chlorure
d’aluminium comparativement aux témoins. Par coniree protection partielle est observée chez

les rats traités par la combinaison NS et/ou AALSPAICE.

3. Etude histologique du cceur
L’étude histologique du coeur montre des cedemessedtasies vasculaires chez les rats
traités par le chlorure d’aluminium. Le traitemes rats par la combinaison NS et/ou AAL +AICI

entraine une protection partielle des cellulesadie (Figure 34).

4. Etude histologique des testicules

Dans notre étude, nous avons noté la présence diameas et des congestions vasculaires
(Figure 35) au niveau des testicules des rat®sr@ar le chlorure d’aluminium par rapport aux rats
témoins. Le traitement des rats par la combinaisi@iz;+ NS améliore l'aspect histologique des
testicules, tandis que le traitement par la combamAICL+AAL+NS ainsi que par la combinaison
AICI3+AAL montre une protection partielle objectivée fmprésence des cedémes discrets chez les
groupes AICI+AAL et AICI3+AAL+ NS.

125



Résultats et discussion

5. Etude histologique du cerveau

En ce qui concerne I'histologie du cerveau (Fig@@ I'administration du chlorure
d’aluminium (34mg/kg PC) provoque des destructioaBulaires marquées par des congestions

vasculaires et des cedemes. Par ailleurs, I'histoldg cerveau des rats supplémenté en NS et/ou
AAL est comparable a celle des rats normaux.
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Figure 33: Coupes histologiques des reins (H E x40@A) rats témoins, (B) traités par AIClz, (C)
traités par AICI 3+AAL, (D) traités par AICI 3+AAL+NS, (E) traités par AICI s+ NS, (F) traités par NS.
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Figure 34: Coupes histologiques du cceur (H E x4QQQ) rats témoins, (B) traités par AlCl;, (C)
traités par AICI3+AAL, (D) traités par AICI 3+AAL+NS, (E) traités par AICI 3+ NS, (F) traités par NS.
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Figure 35: Coupes histologiques des testicules {x400): (A) rats témoins, (B) traités par AIC}, (C)
traités par AICI3+AAL, (D) traités par AICI 3+AAL+NS, (E) traités par AICI 3+ NS, (F) traités par NS.
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Figure 36: Coupes histologiques du cerveau (H E x@R (A) rats témoins, (B) traités par AICk, (C)
traités par AICI3+AAL, (D) traités par AICI 3+AAL+NS, (E) traités par AICI 3+ NS, (F) traités par NS.
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» Discussion

Les espéeces réactives de I'oxygene accumulées dangeldds reins, le coeur, les testicules
et le cerveau pourraient causer une cytotox@#gociée a une peroxydation des phospholipides
membranaires.L’augmentation des taux cellulaires de la peroxgahatipidique, la déplétion du
GSH et la diminution de l'activité des enzymes @xdantes sont des facteurs responsables des
Iésions tissulaires importantes, ce qui confirmge dbservations histologiques enregistrés dans la
présente étudédAmudha et al., 2007; Li et al.,, 2013) Les perturbations des paramétres
biochimiques confirment aussi les données histglogg observées au niveau des organes étudiés
des rats du lot AlGlpar rapport au lot témoin. Des études récentekguent que I'exposition
chronigue aux métaux lourd&rishnan and Muthukrishnan, 2012; Messarahet al., 2012)
ainsi que aux polluants environnementaux notammeeciilorure d’aluminiun{Mahdy et Farrag,
2009; Shi-Liang et al., 2013) peuvent engendrés des lésions tissulaires et dasgements

histologiques.

Dans notre étudde traitement par I'aluminium a 34mg/kg de poidspooel pendant trois
semaines révele des changements histologiquegédsas par la présence d'infiltra inflammatoire
lymphoplasmocytaire, des ectasies vasculaires, infileration leucocytaire et des fibroses au
niveau du foie et des reins. En accord avec cadtaés d’autres études ont montré que les
xénobiotiques y'a compris lI'aluminium exerce de$etsf hépatotoxiqueg¢Abdel-Zaher et al.,
2008; Mahdy et Farrag, 2009)et néphrotoxiqguegYaman et Blikci, 2010; Shi-Liang et al.,
2013).0n note aussi, la présence des cedemes et desee@msculaires au niveau du coeur ainsi
gue la présence des cedemes et des congestiontairascau niveau des testicules et du cerveau.
Des changements tissulaires similaires chez lesamtt été rapportés par des études précédentes
(Sethiet al., 2009; Yousef et Salama, 2009; Shrivastava, 2012)

L’installation de ces changements histologiquesi@gau des organes pourrait étre due a
I'effet toxique du chlorure d’aluminium qui toucles structures cellulaires. Les étudesyadeisef
et Salama, (2009); Shrivastava, (2012pnt rapportait que I'exposition aux sels d’alummiu
génere des dommages oxydatifs au niveau cellidaite a 'augmentation de la peroxydation des

lipides membranaires ce qui stimule I'apoptose.
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En revanche, le traitement des rats par l'acidéalippoique a Iégérement préservé ces
Iésions tissulaires, ce qui peut étre expliquésuar effet antioxydant cytopreventif au niveau des
organes étudies. L'effet protecteur de I'acide alpipoique contre les lésions tissulaires a été
démontré par d'autres étud@seveset al., 2004; Abdel-Zaheret al., 2008; Winiarska et al.,
2008; Saadet al., 2010).

Du méme, la nigelle a réduit le stress oxydant pgoe par le chlorure d’aluminium,
permettant la diminution des altérations histolagig) et la restauration de I'état physiologique
normal de l'organisme. Ceci est le résultat dee$tmt réducteur vis-a-vis la peroxydation lipidequ
induite dans les organes étudies. Il a été précémmindémontré, que I'administration orale de la
nigelle restaure les dommages tissulaires chezadlssintoxiqués par le chlorure d’aluminium
(Mahdy et Farrag, 2009),par le CCl; (Keishnan et Muthukrishnan, 2012)et par la gentamicine
(Yaman et Balikci, 2010)ainsi que chez des rats et des souris soumissdigusres facteurs
oxydants(Mahmoud et al., 2002; Awadalla, 2012; Taymaret al., 2013).
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Conclusions et perspectives

n conclusion, nos résultats montrent dans un preteimps que I'huile de
nigelle posséde des propriétés antioxydantes imp@s$. Ills montrent
egalement que le traitement des rats par le cldati@uminium a 34 mg/kg du
poids corporel pendant trois semaines a provoqué gderturbations
biochimiques et histopathologiques. En revanchsufgplémentation de I'huile de nigelle (2ml/kg
de poids corporel) et/ou de l'acide alpha lipoigg® mg/kg de poids corporel) avec le chlorure
d’aluminium ameéliore la plupart de ces perturbaiob’ensemble des résultats obtenus nous ont

permis de tirer les conclusions suivantes:

» L’administration du chlorure d’aluminium aux rats, a engendrée:

= Des perturbations au niveau des parametres phggjoles et hématologiques:
v Diminution du poids corporel accompagnée d’'une aargation des poids relatifs des
organes (foie, reins, cceur, testicule, cerveau) ;
v’ Variation de la consommation quotidienne d’alimeintle I'eau de boisson ;
v Diminution du nombre des globules rouges (GR), aamation du nombre des
globules blancs et diminution du taux d’hémoglobehel’hématocrite témoignant une
anémie microcytaire ;

v" Augmentation de la concentration du fer sérique ;

= Des perturbations de la concentration sériqgue dmsndnes thyroidiennes et de la

testostérone.

= Des perturbations au niveau de certains biomarguait'activité hépatique:
v" Augmentation de I'activité enzymatique ASAT, ALAFPAL, LDH et CPK ;
v' Augmentation de la concentration plasmatique drubihe totale et directe ;
v Une hyperglycémie ;
v/ Diminution de la concentration plasmatique en alimgénet en protéines totales ;
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= Des perturbations au niveau des parametres plagmeatde la néphrotoxicité:

v' Augmentation de la concentration en urée, en criéatiet en acide urique ;

= Une hypercholestérolémie accompagnée d’'une hyglgéridémie avec diminution de la

concentration plasmatique d’HDL.

= Un état du stress oxydatif objectivé par:
v Une forte peroxydation lipidique hépatique, rénabdiaque, testiculaire, cérébrale et
érythrocytaire engendrant des Iésions au niveaungesbranes cellulaires ;
v’ Diminution de la teneur en glutathion réduit et’detivité des enzymes antioxydantes
(GPx, CAT et SOD) ;

= En ce qui concerne I'étude histologique nos rémiitlustrent des atteintes remarquables

au niveau des organes étudiés (foie, reins, cceur...).

> La supplémentation en huile de nigelle et/ou en a@ alpha lipoique aux rats traités
par le chlorure d’aluminium, a provoquée:

= Une amélioration des paramétres physiologiques.

= Une protection de I'érythropoiése contre les pbgtions hématologiques.

= Une régulation partielle du taux sérique en hormsdhgroidiennes et en testostérone.

= Une diminution du taux des biomarqueurs de tox@igavoir : ASAT, ALAT, PAL, LDH
et CPK.

= Une réduction des concentrations plasmatiques é&rulddne totale et directe avec
augmentation de la concentration plasmatique emalie et en protéines totales.

= Une diminution du taux plasmatique en urée, enticri@a et en acide urique.

= Des effets hypoglycémiants et hypolipidémiants.

= Une diminution considérable de la peroxydationdiigple au niveau des organes étudiés.

= Modulation de l'activité des enzymes antioxydar{teBx, CAT et SOD) ainsi que du taux
de GSH.

= Atténuation des effets cytotoxiques de I'aluminiwur I'histoarchitecture des organes

étudiés.
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En perspective, il serait intéressant de:

Purifier et caractériser les principes actifs congedans I'huile de nigelld{gella sativa).
Eclaircir le mécanisme d’action de I'huile de nigadinsi que de I'acide alpha lipoique.
Approfondir I'étude sur le systeme radicalaire etstatut antioxydant total (SAT) par le
dosage d’'autres parameétres du stress oxydatififleort GSH/GSSG, les radicaux libres, les
vitamines E et C, la thiorédoxine,.....).

Dosage des hormones rénales impliquées dans I'bgoiase, a savoir I'érythropoiétine et

la thrombopoiétine.

Exploration des métallothionéines ainsi que letgimes du stress: les heat shock proteins
(HSP).
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Abstract The present study was planned to investigate the
protective effects of Nigella sativa oil (NSO) supplementation
against aluminium chloride (AlCl3)-induced oxidative dam-
age in liver and erythrocytes of rats. Simultaneously, a pre-
liminary phytochemical study was affected in order to char-
acterize the bioactive components containing in the NSO
using chemical assays. The antioxidant capacities of NSO
were evaluated by DPPH assay. The results showed that
NSO was found to contain large amounts of total phenolics,
flavonoids and tannins. Twenty-four rats were equally divided
into two groups, in which group A received standard diet,
whereas group B treated daily with an oral gavage dose of
2 ml NSO/kg body weight. After 5 weeks pretreatment, both
groups were divided again into two subgroups (A and B) of
six animals each and treated for other 3 weeks. Therefore,
subgroup A1l was served as a control which received standard
diet, but subgroup A2 received AICl; (34 mg/kg bw mixed
with food). Subgroup B1 received both AICl; and NSO;
however, subgroup B2 received NSO only. Results showed
that AICl; exhibited an increase in white blood cell counts and
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a marked decrease in erythrocyte counts and haemoglobin
content. Plasma aspartate transaminase, alanine transaminase,
alkaline phosphatase and lactate dehydrogenase activities and
total bilirubin concentration were higher in AlCl; group than
those of the control, while albumin and total protein concen-
tration were significantly lower. Compared to the control, a
significant raise of hepatic and erythrocyte malondialdehyde
level associated with a decrease in reduced glutathione con-
tent, glutathione peroxidase, superoxide dismutase and cata-
lase, activities of AlCl; treated rats. However, the administra-
tion of NSO alone or combined with AICI; has improved the
status of all parameters studied. It can be concluded that AICI3
has induced the oxidative stress, altered the biochemical pa-
rameters and the hepatic histological profile, but the supple-
mentation of NSO has alleviated such toxicity.

Keywords Aluminium chloride - Nigella sativa oil - Rats -
Liver - Erythrocytes - Oxidative stress - Biochemical
parameters

Introduction

Aluminium (Al) is a very abundant metal in the earth’s crust
which constitutes 8.13 %. It is a constituent of cooking uten-
sils, medicines such as antacids, cosmetics such as deodorants
and food additives. Also, it can be found in food especially
corn, yellow cheese, salt, herbs, spices and tea. In addition,
Aluminium salts are widely used as flocculants in the treat-
ment of drinking water for purification purposes which
allowed its easy access into the body via gastrointestinal tract
and lung tissue [1, 2]. It accumulates particularly in liver and
brain than in bone, muscles, heart or lungs. Liver is the major
organ responsible for metabolism, detoxification and secreto-
ry functions of the body. Hence, it regulates various important
metabolic functions in mammalian systems. Some papers
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indicate that Al accumulates in liver and causes harmful effect
[3, 4]. Exposure of rats to Al induced oxidative stress with an
increase in hepatic malondialdehyde (MDA) levels, a decrease
in glutathione (GSH) concentrations and in glutathione per-
oxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) activities [5, 6]. In addition, Al induced changes in
haemato-biochemical parameters of animal models especially
rats and rabbits [8].

Several previous studies were carried out to clarify the
exact mechanism of Al cytotoxicity. These data reported that
Al potentiates the activity of Fe"? and Fe™ ions and disturb
iron metabolism; in fact, it is able to be bound to transferrin
because of most closely Al ionic radii resemble those of Fe*
3 induce Fe ™ accumulation in cells, which cause an excessive
free radical generation, resulting in oxidative deterioration of
lipids, proteins and DNA [1, 9]. These disturbances are cor-
related to oxidative stress which is defined as an impairment
of the physiological prooxidant/antioxidant balance. Several
authors [2, 10, 11] indicated that an excessive and prolonged
Al exposure is directly related to a generation of many health
disorders.

Liver diseases are among the most serious health problems
in the world today, their prevention and treatment options still
remain scarce despite tremendous advances in modern medi-
cine. The pathogenesis of hepatic diseases as well as the role
of oxidative stress and inflammation therein is well recog-
nized [12]. Consequently, blocking or retarding the chain
reactions of oxidation and inflammation development could
be promising therapeutic strategies for prevention and treat-
ment of liver injury. Recent reports indicate that there is an
inverse relationship between the dietary intake of antioxidant
and the incidence of oxidative stress damages [13, 14]. Diet
supplementation with natural antioxidants can serve as a type
of preventive medicine; for this reason, researches that deal
with the determination of natural antioxidant sources are
important [5, 14, 15]. Plants have been the basis of traditional
medicines throughout the world for thousands of years. There-
fore, the number of reports focused on identification, isolation
and testing of natural antioxidants from plants has increased
immensely during the last decade [16, 17].

Nigella sativa commonly known as the black seed is an
annual herbaceous plant belonging to the Ranunculaceae fam-
ily. It was used in the Middle and Far East as a natural remedy
since ancient times. It is one of the most famous herbs known
for its wide range of the healing capabilities which are well
known for more than 2,000 years. Recently, the effect of
Nigella sativa oil (NSO) has been evaluated in animal studies
[16—-18]. Many reports are focused to investigate the pharma-
cological and therapeutic effects of different parts of this plant.
Studies have reported the occurrence of fats, fatty acids,
essential oils, enzymes, proteins, peptides, alkaloids, sapo-
nins, phenols and polyols in seeds of N. sativa and its oil
[19-21]. Also, the same researchers have been shown that
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these compounds are thought to be responsible for
multisystemic beneficial actions including hypoglycaemic,
hypocholesterolemic and antioxidant effects. Bourgou et al.
[21] indicate that phenolic compounds are the most important
pharmacologically active constituents of N. sativa seeds and
its oil, that have been shown to be capable of scavenging free
radicals and protecting lipids from being oxidized or
destroyed during oxidative damage. The role of NSO against
aluminium toxicity has not so far been studied. Therefore, the
present study was undertaken to investigate the preventive
effect of NSO against aluminium chloride (AICl;)-induced
oxidative stress in rats’ liver and erythrocytes, and to deter-
mine the possible use of this oil in alleviating AICI; damages.

Materials and Methods
Plant
Nigella sativa Oil Resource

N. sativa oil was provided from a local commercial market (it
was produced by Ets Aboulkacem Company, BPN°118, les
sept merveilles, Algiers, Algeria). The company produces
NSO by cold pressing of fresh seeds without using chemicals.

Total Phenolic Contents

Total phenolic content was determined using the Folin-
Ciocalteu method of Wolfe et al. [22]. Briefly, 10 ul diluted
extract solution was shaken for 5 min with 50 pl of the Folin-
Ciocalteu reagent. Then 150 pl of 20 % Na,CO; was added,
and the mixture was shaken once again for 1 min. Finally, the
solution was brought up to 790 ul by adding distilled water.
After 90 min, the absorbance at 760 nm was measured. Gallic
acid was used as a standard for the calibration curve. The
phenolic content was expressed as milligram gallic acid
equivalent/100 g of 100 of NSO using the linear equation
based on the calibration curve.

Measurement of Free Radical-Scavenging Action

This assay was determined following the method of Blois [23]
with some modifications. Various dilutions of NSO were
mixed with ethanolic diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) solu-
tion. After an incubation period of 30 min at 25 °C in the dark,
the absorbance at 515 nm was recorded as Agumple: Ablank-
Experiment was also carried out applying the same procedure
to a solution without the test material. The free radical-
scavenging activity of each solution was then calculated as
percent inhibition according to the following equation: %
inhibition=100 (4pjank—Asample)/4plank- The antioxidant activ-
ities of NSO were expressed as ICsq, defined as the
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concentration of the test material required to cause a 50 %
decrease in initial DPPH concentration.

Scavenging of Superoxide Anion

Scavenging of superoxide anion was determined by the meth-
od of Yen and Chen [24] with some modifications. The
superoxide anion was assayed by the oxidation of riboflavine
and the reduction of nitro blue tetrazolium (NBT), where the
absorbance was read at 560 nm. All solutions were prepared in
a phosphate buffer (1 M, pH 7.4). The scavenging activity was
calculated as follows:

PI %=[(4ptankAsample)/Abiank] X 100, where Apjani is the
absorbance of the control reaction and A4gmpic i the absor-
bance in the presence of NSO. The ICs, was calculated from
the plot of the inhibition percentage against the NSO
concentration.

Total Flavonoid Contents

Flavonoid contents were determined according to the method
of Zhishen et al. [25]. Two hundred fifty microlitres of NSO or
standard solution was mixed with 1.25 ml of distilled water
and 75 pl of 5 % NaNO, solution. After 6 min, 150 ul of 10 %
AICl; solution were added. Five minutes later, 0.5 ml of 1 M
NaOH solution was added and then the total volume was
made up to 2.5 ml with H,O. Following thorough mixing of
the solution, the absorbance against blank was determined at
510 nm. Quercetin was used for standard curve construction
(0.05-0.5 mg/ml, y=4.032x+0.004, 7*=0.99, where y is the
absorbance and x is the standard concentration). The results
were expressed as milligram quercetin equivalents (QE)/g
extract.

Total Tannin Contents

The method of Julkunen-Tiitto [26] was followed in this assay.
An aliquot (50 pl) of NSO or standard solution was mixed
with 1.5 ml of 4 % vanillin (prepared with methanol), then
750 pl of HCI (12 M) were added. The well-mixed solution
was incubated in the dark at ambient temperature for 20 min.
The absorbance against blank was read at 500 nm. Catechin
was used to make the standard curve. The results were
expressed as milligram catechin equivalents (CE/g extract).

Animals and Experimental Procedure

Twenty-four Wistar albino male rats weighing 235+10 g (7-
9 weeks), obtained from Pasteur institute (Algiers, Algeria)
were used for the experimental procedures. Animals were
acclimated for 2 weeks under the same laboratory conditions
of photoperiod, and an average relative humidity of 40 % and
room temperature of 23+2 °C. Food (standard food, supplied

by the “ONAB, El Harrouch”, Algeria) and water were avail-
able ad libitum.

Study Groups

Animals were randomized into two groups of 12 animals
each. Group A comprised of rats which received standard diet,
but group B received daily 2 ml/kg bw of NSO by oral gavage
(force-feeding) once per day for 5 weeks.

After 5 weeks of pretreatment, rats of group A were divided
again into two subgroups of six individuals each as follows:

—  Subgroup Al (control group): served as control rats.
—  Subgroup A2 (AICl;-treated group): received 34 mg
AlCl3/kg bw mixed with food.

Similarly, rats of group B were divided into two subgroups
of six animals each as follows:

—  Subgroup B1 (AICI;+NSO-treated group): received both
AICl; (34 mg AlCly/kg bw) and NSO (2 ml/kg bw).
—  Subgroup B2 (NSO-treated group): received NSO alone.

Though, both subgroups A and B were treated for other
additional 3 weeks.

The doses of AICl; and NSO were selected on the basis of
previous works [5, 8] and [16, 27], respectively.

Samples Preparation
Blood Collection

At the end of the experimental period, animals were overnight
fasted, then weighed and they sacrificed by cervical decapita-
tion. Blood samples were immediately collected into two
groups of ice-cold polypropylene tubes. The first one
contained EDTA and used for determination of haematologi-
cal parameters. The second group contained heparin which
has been centrifuged at 2,200xg for 15 min. Plasma samples
were stored at —20 °C prior to use for assaying aspartate
transaminase (AST), alanine transaminase (ALT), alkaline
phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH), total bili-
rubin, albumin and total proteins.

Preparation of Erythrocytes and Liver Homogenates

The sediment containing erythrocytes were twice suspended
in phosphate buffer saline (0.9 % NaCl in 0.01 M phosphate
buffer pH 7.4) and centrifuged at 3,000xg for 15 min. The
hemolysats were then aliquoted and stored at —20 °C before
use for antioxidant enzyme activities, and the determination of
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malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione (GSH)
levels.

Livers were quickly removed, washed in 0.9 % NaCl
solution and weighed after the careful removal of the sur-
rounding connective tissues, and then, 1 g was homogenized
in 2 ml of phosphate buffer solution (PBS: 50 mm Tris,
150 mm NaCl, pH 7.4) in ice-cold condition. Homogenates
were centrifuged at 10,000xg for 15 min at 4 °C; the super-
natants were divided into aliquots and then stored at —20 °C.

Haematological Variables

Haematological parameters (erythrocytes, WBC, HT, PLT)
were evaluated by electronic haematological counter (Selectra
coulter, Germany).

Biochemical Assays and Analysis

Different biochemical parameters were assayed
sepectrophotometrically according to appropriate standard-
ized procedures, using commercially available kits from
Spinreact (Spain, refs: AST-1001160-1001161, ALT-
1001170-1001171, ALP-1001130-1001131, LDH-1001260,
Total bilirubin-1001044, Albumin-1001020-1001023 and
Total proteins-1001291).

Estimation of Lipid Peroxidation Levels

The lipid peroxidation (LPO) levels of liver and erythrocyte
homogenates were measured as MDA, the end product of
lipid peroxidation, which react with thiobarbituric acid
(TBA) as a TBA reactive substance (TBARS) to produce a
red-coloured complex at 532 nm according to Buege and Aust
[28]. The absorbance was read at 530 nm.

Reduced Glutathione (GSH) Levels

Reduced glutathione contents of liver and erythrocyte homog-
enates were estimated using a colorimetric technique, as men-
tioned by Jollow et al. [29] which based on the development
of a yellow colour when DTNB [5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid)] was added to compounds containing sulf-
hydryl groups. The absorbance was recorded at 412 nm.

Estimation of Antioxidant Enzymes Activities

Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured accord-
ing to the procedure of Flohe and Gunzler [30] at 420 nm.

Catalase activity (CAT) was measured according to the
method of Aebi [31]. This assay is based on the ability of
the enzyme to induce the disappearance of hydrogen peroxide
monitored by following the decrease in the absorbance at
240 nm for 1 min.
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The superoxide dismutase (SOD) activity was determined
using the method of Asada et al. [32]. SOD activity was
evaluated by measuring of its ability to inhibit the photore-
duction of nitro blue tetrazolium (NBT). The reaction started
by switching on the light, changes in absorbance was recorded
at 560 nm after 20 min.

Protein Assays

Protein supernatants concentration of liver and erythrocytes
was measured spectrophotometrically at 595 nm according to
the method of Bradford [33], using bovine serum albumin as
standard.

Histopathological Examination

Liver was dissected and immediately fixed in formol solution
for 24 h, processed by using a graded ethanol series, and then
embedded in paraffin. The paraffin sections were cut into
5-um thick slices and stained with hematoxylin and eosin
(H&E) for light microscopic examination by Hould [34].
The sections were viewed and photographed.

Statistical Analysis

All data are expressed as mean=+SD for six rats of each group.
Significant differences between the group’s means were de-
termined by ANOVA followed by Student’s # test. The statis-
tical signification of difference was taken as p<0.05.

Results
Antioxidant Activity of Nigella sativa Oil

The assessment of antioxidant activity (DPPH) showed an
ICsq value of 59.90 % (Table 1). However, the ICs, value of
NSO on superoxide radical-scavenging activity was 86.10 %.

Table 1 Amounts of antiradicalar DPPH, anion superoxide-scavenging
activity, total phenols content, total flavonoids and condensed tannins in
Nigella sativa oil

Total phenolic content (mg GAE/100 g of NSO) 0.38+0.01

50 % scavenging concentration (mg/ml) on DPPH 59.90+2.52
radical

50 % scavenging concentration (mg/ml) on superoxide 86.10+£2.23
anion

Total flavonoid content (mg QE/g NSO) 0.50+0.01

Condensed tannins (mg CE/g NSO) 0.40+0.01

GAE gallique acide equivalents
QF quercetin equivalents

CE catechin equivalents
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The total phenolic content of liophylic NSO product was
0.38 mg of CAE/100 g of extract as also shown in Table 1.
The total flavonoid content was expressed as 0.50 mg of
quercetin equivalents per gram of NSO. Besides, the results
showed that NSO contained 0.40 mg of condensed tannins,
which expressed as milligrams of catechin equivalents per
gram.

Effects of Treatments on Haematological Parameters

Data of haematological parameters in control and treated
groups are shown in Table 2. Compared to the control, rats
treated with AICl; had significantly lower erythrocyte counts
and Hb content; however, a significant increase was noted in
WBC counts. No statistically significant changes were ob-
served in all haematological parameters when control group
was compared with AICl;+NSO group.

Effects of Treatments on Plasma Biochemical Markers

AlCl3-treated rats showed a significant increase in plasma
AST, ALT, ALP, LDH and total bilirubin compared to those
of controls (Table 3). Fewer perturbations were noted
concerning these parameters in the AICl;+NSO group com-
pared to AICl; group. Albumin and total protein concentra-
tions were decreased in AlCl;-treated group compared to the
control and also to the AICI;+NSO group. In contrast, treat-
ment with NSO alone resulted in a significant amelioration of
these parameters.

Effects of Treatments on Lipid Peroxidation

Figure 1 revealed that liver and erythrocyte malonaldehyde
(MDA) contents were significantly increased in AlCl3 group
compared to those of control groups. NSO administered to rats
of (AICI3+NSO) group alleviated lipid peroxidation induced
by AICI; treatment and modulated significantly the levels of
MDA in both tissues compared to AICl; group.

Table 2 Changes on haematological parameters of control and treated rats

Effects of Treatments on GSH Contents

A significant decrease of hepatic and erythrocyte glutathione
(GSH) levels was evident in rats exposed to AICl; (Fig. 2).
Administration of NSO ameliorated GSH levels in (AICl;+
NSO) group compared to that of AICI;.

Effects of Treatments on Antioxidant Enzyme Activities

Data concerning liver antioxidant enzyme activities (GPx,
SOD and CAT) are presented in Table 4. In AICI; group,
GPx, SOD and CAT activities were decreased significantly
compared to the control. Administration of NSO improved
enzyme activities in AICI3+NSO group compared to the
AICl; group.

Results of various antioxidant enzyme activities measured
in erythrocytes are presented in Table 5. In AICl; group, GPx,
SOD and CAT activities were declined compared to the con-
trol, but the supplementation of NSO has lessened such
decline.

Histopathological Results

Histopathological examination of AlCl;-treated rats’ liver
(Table 6 and Fig. 3) revealed an inflammatory cell infiltration
(white arrow) with degenerative changes in hepatocytes
(black arrow), loss of typical hepatic cord organization and
sinusoidal dilatation (star) (Fig. 3b). In contrast, combined
treatment of AICl;+NSO revealed inflammatory cell infiltra-
tion (white arrow), a lesser degree of sinusoidal dilatation
(star) and normal cells morphology compared to AlCl;-treated
group (Fig. 3c). Furthermore, no histological alterations were
observed in the liver of NSO-treated group (Fig. 3d) when
compared to the control (Fig. 3a).

Discussion

Preliminary phytochemical analysis showed that phenols, fla-
vonoids and condensed tannin existed in the NSO. It was

Parameters and treatments Control AlCl; AICI;+NSO NSO
Erythrocytes (10%/ul) 8.96+0.31 7.26+0.32% 8.81+0.23" 8.94+0.56
WBC (10°/ul) 10.31+1.81 13.01+0.72% 11.31+1.10% 12.31+1.00%
Hb (g/dl) 14.81+0.58 12.18+0.53%* 14.63+0.50™ 15.56+1.17
HT (%) 44.55+1.33 43.60+1.50 43.65+0.90 47.01+1.42*
PLT (10%/ul) 721.66+7.99 688.00+7.11 704.33+6.44 718.66+3.73

Values are given as mean=SD for groups of six animals each. Significant difference: all treated groups compared to the control one (¥*p<0.05, **p<
0.01), AICl;+NSO group compared to the AIC; treated one (* p<0.05, # p<0.01)
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Table 3 Effects of treatments on some biochemical parameters in plasma of control and treated rats

Parameters and treatments Control AlCly AICI;+NSO NSO

AST (U/L) 152.71+4.72 296.57+1.87** 221.55+4.04% * 160.77+4.22
ALT (U/L) 162.36+3.19 209.50+5.67* 141.33+4.31" 132.61+£2.28
ALP (U/L) 113.25+2.10 177.47+8.10%%* 111.80+8.29%% 96.00+6.67
LDH (U/L) 704.83+5.14 964.50£5.97%** 879.33+2.69%* * 660.00+4.75
Total bilirubin (mg/l) 1.60+0.17 2.05+0.28* 1.50+0.14% 1.33+0.32
Albumin (g/dl) 43.09+3.20 31.19+7.14%** 45.30+1.10™ 43.73+1.50
Total protein (g/dl) 92.69+4.20 82.26+£5.93%* 89.58+2.83" 90.38+2.19

Values are given as mean+SD for groups of 6 animals each. Significant difference: all treated groups compared to the control one (*»<0.05, **p<0.01,
##%<(.001), AICL;+NSO group compared to the AICI; treated one (* p<0.05, * p<0.01, ** p<0.001)

apparent that the total flavonoids were the dominant phenolic
compounds of the NSO. The stable DPPH radical is widely
used to evaluate the free radical-scavenging activity in many
plant extracts. The assessment of antioxidant activity showed
that the oil extracted from NS was able to scavenge this
radical. Results demonstrated also that NSO exhibited signif-
icant superoxide anion-scavenging capacity [20, 21, 35].
Compared to the control, administration of AICl; induced
significant decrease in erythrocytes and Hb count, indicated
occurrence of microcytic anemia. This anemia could be ex-
plained by the inhibition of erythropoiesis, haemoglobin syn-
thesis reduction and/or increase in the rate of erythrocyte
destruction in haematopoietic organs. Also, it could be asso-
ciated to AICIl; toxicity which induces iron deficiency and a
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Fig. 1 Malondialdehyde (nmol/mg protein) levels in liver and erythro-
cytes of control and treated rats. Values are given as mean=SD for groups
of six animals each. Significant difference: all treated groups compared to
the controls one (**p<0.01)
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reduction in heme synthesis. On the other hand, haemoglobin
of erythrocytes is a major source of radical production when it
interacts with redox drugs or xenobiotics giving rise to super-
oxide radicals, hydrogen peroxide and in certain cases peroxy
radicals leading to membrane lipid peroxidation and hemoly-
sis. Similar results were found in rat erythrocytes exposed to
diazinon for 3 weeks [15].

In addition, AICIl; treatment induced a significant increase
in WBC counts, which might be indicative of immune system
activation and that may reflect the incidence of tissue oedema
and inflammation [7, 8, 36]. The present results were in line
with previous reports which demonstrated that heavy metal
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Fig. 2 Reduced glutathione (nmol/mg protein) levels in liver and eryth-
rocyte of control and treated rats. Values are given as mean+SD for
groups of six animals each. Significant difference: all treated groups
compared to the controls one (**p<0.01, ***p<0.001)
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Table 4 Antioxidant enzyme activities in liver of control and treated rats

Parameters studied Control AlCl5 AICI;+NSO NSO

Glutathione peroxidase® 0.17+0.006 0.14+0.003** 0.16+0.01 0.17+0.01
Superoxide dismutase” 0.81£0.09 0.360.06%** 0.87+0.03" 0.91+0.03
Catalase® 7.05+0.09 5.66+0.20* 6.85+0.20 7.03+0.12

? Glutathione peroxidase: pmoles of GSH/min/mg protein, ® superoxide dismutase : units represent the amount of enzyme that inhibits the oxidation of
NBT by 50 %/mg of protein. ¢ Catalase: pmoles H,O, degraded/min/mg protein

Values are given as mean=+SD for groups of six animals each. Significant difference: all treated groups compared to the control one (*p<0.05, **p<0.01,
##%p<0,001), AICl3+NSO group compared to the AICI; treated one (* p<0.05)

exposure altered erythropoiesis in rats [37, 38]. Thus, the NSO
supplementation prevents this alteration, stimulate
erythropoietine production and restore the erythropoiesis
mechanism. In fact, NSO beneficial effects are probably due
to its antioxidant activity causing a decrease of AlCl; concen-
tration in blood cells, inhibit its entry into erythrocytes and
facilitating iron incorporation to the heme group. It is could be
also related to the anti-inflammatory effects of NSO reported
in several prior studies [18, 39, 40]. The same reports indicate
that NSO inhibits eicosanoid generation as well as leukotri-
enes and histamine release. Though, nigellone is the exact
component responsible for this effect [16, 17].

Results obtained from the present work showed a signifi-
cant increase in plasma AST, ALT, ALP and LDH in AICl;-
treated rats, these findings are in accordance with the previous
studies [5, 8]. The increases in enzyme activity may be due to
the liver injury or dysfunction which results in the leakage of
these enzymes from the liver cytosol into the blood and/or to
the disturbance in the balance between biosynthesis and deg-
radation of these enzymes with increased permeability of
hepatocyte membrane [5, 41]. Additional effects of AICI;
treatment revealed a decreased plasma albumin, and increased
total bilirubin. Therefore, the significant decrease in albumin
concentration could be attributed on the one hand to an under
nutrition and on the other hand to a reduction of hepatic
protein synthesis, a decreasing plasma total proteins confirm
the direct damaging effect of AICl;. The increase in plasma
bilirubin may result from decreased liver uptake, conjugation
or increased bilirubin production from haemolysis [5, 8, 11].
In parallel, the present study demonstrates that the

supplementation of NSO with AICl; produced an effective
action against the hepatocyte damages as shown by a decrease
of the elevated plasma hepatic key enzymes, total bilirubin
levels and by a normalization of both albumin and total
proteins. Similar observation was reported by Mahmoud
et al., [16], Krishnan and Muthukrishnan [18] and Kokdil
et al. [27]. This action could be explained by the ability of
NSO and its bioactive constituents to prevent hepatocyte
damages, such as cellular necrosis as well as the membrane
function failure.

The elevated level of MDA in AlCl;-treated rats could be
linked to the peroxidation damages of biological membranes,
caused by an increased reactive Fe™? and/or inactivation of
enzymes involved in antioxidant defence, a decreased GPx,
SOD and CAT activities showed in these results confirmed
this theory. Similar findings are reported by Newairy et al. [8],
Lukyanenko et al. [11] and Shrivastava [41] who had indicat-
ed that aluminium intake produced oxidative stress. Besides,
Zhu et al. [37], Nehru and Anand [42] reported that AICI
accumulation induced alteration of zinc and copper homeo-
stasis and decreased their binding ability to the antioxidant
enzymes which caused antioxidant enzyme dysfunction.
Moreover, the decreasing GSH activity might be related to
the inhibitor effect of AICl; on glutamyl-cysteine-synthetase
activity, the enzyme that controls the biosynthesis of glutathi-
one in liver and/or the inhibition of NADPH-generating en-
zymes such as glucose-6-phosphate dehydrogenase and
NADP-isocitrate dehydrogenase [8, 41, 43]. In fact, NSO
prevents the formation of reactive oxygen species, causes
reduction of lipid peroxidation and stimulates antioxidant

Table 5 Antioxidant enzyme activities in erythrocytes of control and treated rats

Parameters studied Control AlCl; AICL1,+NSO NSO
Glutathione peroxidase® 0.19+0.007 0.15+0.004** 0.18+0.004" 0.20+0.004
Superoxide dismutase® 1.36+0.02 0.40+0.06%** 0.70+0.01** 1.40+0.01
Catalase® 1.86+0.01 1.56+0.05%* 1.75+0.04 1.90+0.07

2 Glutathione peroxidase: pmoles of GSH/min/mg protein, ° superoxide dismutase : units represent the amount of enzyme that inhibits the oxidation of
NBT by 50 %/mg of protein. ¢ Catalase: umoles H,O, degraded/min/mg protein

Values are given as mean+SD for groups of six animals each. Significant difference: all treated groups compared to the control one (¥**¥p<0.01, ***p<

0.001), AICL;+NSO group compared to the AICI; treated one (* p<0.05)
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Table 6 Semiquantitative scoring of architectural damage on histopathological examination of the rat livers in the different treatment groups

Treatments Control AlCl; AICI;+NSO NSO
Degeneration of hepatocytes - ++ - -
Sinusoidal dilatation — ++ + _
Inflammatory cells infiltration - +4++ ++ —
Loss of typical hepatic cords organization - + - -

(—) indicates normal, (+) indicates mild, (++) indicates moderate and (+++) indicates severe

defence system [17, 18]. Moreover, several recent studies
attributed the antioxidant activity of NSO to their total poly-
phenolic contents. It has been reported that the antioxidative
activity of polyphenols is related to their ability to chelate
metal ions and scavenge reactive oxygen species [21, 39].
The biochemical parameters were correlated with the liver
histological studies. In fact, the liver histoarchitecture of the
AICl; treated rats presented by inflammatory cells, infiltration
with degenerative changes, loss of typical hepatic cords orga-
nization and sinusoidal dilatation. Accordingly, hydroperox-
ides accumulated in liver could cause cytotoxicity associated
with membrane phospholipid peroxidation, the basis for liver
cellular damage. These results are in accordance with those
obtained by other studies which indicate that metals cause
histopathological and enzymatic changes in rats [10, 18]. The
co-treatment of NSO improved the histological alterations
induced by AICl;, which could be related to the antioxidant

Fig. 3 Photomicrograph of H&E
stained sections of liver from
control rat showing normal
histological structure (Fig. 3ax
400). AICl;-treated rat liver
showing inflammatory cell
infiltration (white arrow) with
degenerative changes in
hepatocytes (black arrow), loss of
typical hepatic cords organization
and sinusoidal dilatation (star)
(Fig. 3bx400). NSO co-
administrated with AlCl;-treated
rat liver showing inflammatory
cell infiltration (white arrow), a
lesser degree of sinusoidal
dilatation (star) and normal cells
morphology compared to AICl;-
treated group (Fig. 3¢x400).
NSO-treated rat liver showing
normal appearance of hepatocytes
(Fig. 3dx400)
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and metal-chelating efficacy of the NSO. This protective
effect of black seed oil was reported by Mahdy and Farrag
[10] and Krishnan and Muthukrishnan [18] who found that
black seed may be successful in the protection of rat liver
NECrosis.

In the present study, the NSO has been demonstrated to
possess excellent antioxidant activities by various in vitro and
in vivo assays. The various in vitro antioxidant tests proved that
NSO possesses components such as polyphenols and flavo-
noids with scavengers of free radicals. Also, this study clearly
indicates that AICl; affects both haematological and biochem-
ical parameters as well as antioxidative system inducing oxida-
tive stress. Co-administration of NSO reduces this disturbance
particularly hepatotoxicity due to its large therapeutic proprie-
ties linked to the presence of several phenolic compounds, such
as flavonoids. Further biochemical investigations are needed to
ascertain the precise mechanisms of its action.
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ABSTRACT

The present study was planned to investigate the ameliorative effects of a-lipoic acid (a-LA) supplementation against aluminium
chloride (AICI5) induced hepatotoxicity in rats. The results showed that rats consuming diets with AICl; added had poor growth
performance, and most serum hematological indexes were significantly altered compared to the control. Biochemical results
showed that lipid peroxidation increased significantly in Al-treated rats, as evidenced by high liver malondialdehyde (MDA) levels.
Alteration of the antioxidant system in treated group was confirmed by the significant decline of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) activities and reduced glutathione (GSH) content in liver. Moreover, AICl; exposure
induced an increase in the activities of the aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT), lactate deshydrogenase (LDH)
and bilirubin levels, while albumin and total protein were significantly decreased. These results strongly suggest that aluminium
affected antioxidant defence system and both haematological and biochemical parameters, co-administration of a-lipoic acid
exerted a protective effect against aluminium induced oxidative stress.

Keywords: Aluminium chloride, Alpha-lipoic acid, Biochemical studies, Liver, Oxidative stress, Rat.

INTRODUCTION

luminium is very abundant metal in the earth’s

crust which constitutes 8.13%. It is a constituent of

cooking utensils, medicines such as antacids,
cosmetics such as deodorants, and food additives. Also it
can be found in food especially corn, yellow cheese, salt,
herbs, spices and tea. In addition, aluminium salts are
widely used as flocculants in the treatment of drinking
water for purification purposes.*? Considering the large
utilisation of aluminium in different fields, many available
data reported that aluminium exposure increased
recently, which have allowed its easy access into the body
via gastrointestinal tract and lung tissue.®> A several
authors indicate that an excessive and prolonged
aluminium exposure affects directly haematological and
biochemical parameters, disturbs lipid peroxidation and
attenuate the activities of the antioxidant enzymes in
plasma and tissues of animals models especially rats and
rabbits.>*® This impairment of the physiological
prooxidant/antioxidant balance causes oxidative stress.

Lipoic acid (1, 2-dithiolane-3-pentanoic acid, LA) has been
known for a long time as a cofactor of a-ketoacid
dehydrogenases.ﬁ’7 This compound is found naturally in
our diets but it is synthesized in human cells. In vivo lipoic
acid is rapidly converted into its reduced form,
dihydrolipoic ~ acid  (DHLA).>'®  Recent  studies
demonstrated that LA and dihydrolipoic acid can act as
potent antioxidants. They can scavenge a number of free
radicals both in hydrophilic and lipophilic phases of
cell.™™2 In addition, they were found to be capable of
regenerating endogenous antioxidants in the body
including Vitamin C, Vitamin E and intracellular reduced

glutathione, therefore it has been proposed that both LA
and dihydrolipoic acid are a therapeutic agents in the
prevention or treatment of pathological conditions
mediated via oxidative stress.*** Because of the health
problems induced by many environmental pollutants,
much effort has been expended in evaluating the relative
antioxidant potency of a-LA. Consequently, this study
aimed to evaluate (i) the influence whether AICI; induced
hematological and biochemical perturbations in rats and
(i) the protective role of o-LA in alleviating the
detrimental effect of AICI; induced toxicity.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

All chemicals used in this study were purchased from
Sigma chemical co. (USA).

Animals and experimental procedure

12 rats weighing around 235 + 10 g were obtained from
Pasteur institute (Algiers, Algeria). Animals were
acclimated for 2 weeks under the same laboratory
conditions of photoperiod (12-h light: 12-h dark cycle), a
minimum relative humidity of 40% and room
temperature 23+2°C. Food (standard diet, supplied by the
“ONAB, El-Harrouch”, Algeria) and water were available
ad libitum. The animals were randomized into three
groups of 6 animals each.

- Group (A, Control group): served as control rats which
received standard diet.

- Group (B, AlCls-treated group): received only AICI; (34
mg/kg bw administered in the diet).
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- Group (C, AlCl;+a-LA group): received both AICI; and a-
LA (35mg/kg bw) by oral gavage once per day.

During all period of treatment (three weeks), food
consumption was measured daily, while the body weights
were recorded weekly. The amount of ingested diet was
calculated as the difference between the weight of feed
that remained in the food bin (D1) and the amount placed
1 day before (D2). These data were then used to calculate
the daily average feed intake, according to the formula:

Average feed intake: D,-D;

Quantities of AICI; ingested by each rat were calculated
from daily food consumption. The doses of AlCl; and a- LA
were selected on the basis of previous works"*>"’
respectively.

Samples preparation
Blood collection

At the end of the experimental period, animals were
weighed, overnight fasted and they sacrificed by cervical
decapitation. The blood samples were immediately
collected into tow ice —cold polypropylene tubes. The first
one containing EDTA as anticoagulant and used for
determination of haematological parameters. The second
tube containing heparin as anticoagulant, which the
plasma samples obtained from, by centrifugation (2200g
for 15 min) after that the result supernatants were
aliguoted and stored at -20°C prior to use for biochemical
assay of aspartate transaminase (AST), alanine
transaminase (ALT), alkaline phosphatise (ALP), lactate
dehydrogenase (LDH), total bilirubin, albumin and total
protein.

Preparation of liver homogenate

The liver were quickly removed washed in 0.9% NaCl
solution and weighed after the removal of the
surrounding-connective tissues carefully, and then, one
gram of liver was homogenised in 2 ml of phosphate
buffer solution (PBS: 50mm Tris, 150 mm NaCl, pH 7.4) in
ice cold condition. Homogenates were centrifuged at
10.000g for 15 min at 4°C, the supernatants were divided
into aliquots to use each one for one time and stored at -
20°C before being used.

Haematological variables

Haematological parameters were evaluated by electronic
haematological counter (selectra coulter, Germany).

Plasma biochemical markers

Transaminases activities, total bilirubin, albumin and total
protein levels were determined spectrophotometrically
according to appropriate standardised procedures, using
commercially available kits from Spinreact (Spain, refs:
AST-1001 160-1001161, ALT-1001170-1001171, ALP-
1001130-1001131, LDH-1001260, total bilirubin -
1001044, albumin -1001020-1001023, total protein -
1001291).

ISSN 0976 — 044X

Estimation of lipid peroxidation level

The lipid peroxidation (LPO) level in the liver
homogenates was measured as malondialdehyde (MDA),
which is the end product of lipid peroxidation, and react
with TBA as a TBA reactive substance (TBARS) to produce
a red colored complex which has peak absorbance at
530nm according to Buege and Aust.”® 375ul of
supernatant were homogenized by sonication with 150l
of PBS, 375ul of TCA-BHT (trichloroacetic acid-
butylhydroxytoluene) in order to precipitate proteins and
then centrifuged (1000g, 10min, 4°C). 400ul of obtained
supernatant were mixed with 80ul of HCl (0.6M) and
320ul of TBA dissolved in Tris solution and the mixture
was incubated at 80°C for 10 min. The absorbance of the
resultant supernatant was red at 530nm.The amount of
MDA was calculated by using an extinction coefficient of
1.56 x 10° mMcm™.

Reduced Glutathione level

Reduced glutathione (GSH) contents in liver and
erythrocyte homogenates was estimated using a
colorimetric technique, as mentioned by Ellman®,
modified by Jollow et al.”°, based on the development of
a yellow colour when DTNB [(5, 5 dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid)] was added to compounds containing
sulfhydryl groups. In brief, 0.8 ml of liver supernatant was
added to 0.2ml of 0.25% sulphosalycylic acid and tubes
were centrifuged at 2500xg for 15min. The resulting
supernatant (0.5 ml) was mixed with 0.025 ml of 0.01M
DTNB and 1ml phosphate buffer (0.1M, pH 7.4). The
absorbance at 412 nm was recorded. The amount of GSH
was expressed as nmoles of GSH/mg protein.

Antioxidant enzymes activities
Glutathione peroxidase activity

Gutathione peroxidase (GPx) (E.C.1.11.1.9) activity was
measured according to the procedure of Flohe and
Gunzler. Supernatant obtained after centrifuging 5%
liver homogenate at 1500 x g for 10 min followed by
10000 x g for 30 min at 4°C was used for GPyx assay. One
ml of reaction mixture was prepared which contained
0.3ml of phosphate buffer (0.1M, pH7.4), 0.2ml of GSH
(2mM), 0.1ml of sodium azide (10mM), 0.1ml of H,0O,
(ImM) and 0.3ml of liver supernatants. After incubation
at 37°c for 15min, reaction was determined by addition of
0.5ml 5% TCA. Tubes were centrifuged at 1500 x g for 5
min and the supernatant was collected. 0.2ml of
phosphate buffer (0.1M pH7.4) and 0.7ml of DTNB
(0.4mg/ml) were added to 0.1ml of reaction supernatant.
After mixing, absorbance was recorded at 420 nm.

Catalase activity

The activity of catalase (CAT) (E.C.1.11.1.6) was measured
according to the method of Aebi.” The reaction mixture
1ml contained a 100mM phosphate buffer (pH 7), 500mM
H,O, and liver supernatants. The reaction started by
adding H,O, and its decomposition was monitored by
following the decreased in absorbance at 240nm for 1
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min. The enzyme activity was calculated by using an
extinction coefficient of 0.043mMcm™.

Superoxide dismutase activity

The superoxide dismutase (SOD) (E.C.1.15.1.1) activity
was determined using a method of Asada et al.,”® SOD
activity was evaluated by measuring of its ability to inhibit
the photo reduction of nitro-blue tetrazolium (NBT). One
millilitre of homogenate’s supernatant was combined
50mM phosphate buffer (pH 7.8), 39 mM methionine, 2.6
mM NBT and 2.7 mM EDTA-Riboflavin, as to obtain a final
concentration of 0.26 mM, was added as the last and
switching on the light started the reaction, changes in
absorbance at 560nm were recorded after 20min. In this
assay, one unit of SOD is defined as the amount that
inhibits the NBT reaction by 50%. Specific activity was
defined as units/mg of protein.

Protein content

Protein supernatants concentration in liver was measured
spectrophotometrically at 595 nm according to the
method of Bradford®, using bovine serum albumin as
standard.

Statistical analysis

All data are expressed as mean = SD for six rats in each
group. Significant differences between the group’s means
were determined by paired student’s test. The statistical
signification of difference was taken as p<0.05.

RESULTS
Effects of treatments on body and relative liver weights

Changes in total body weight and liver relative’s weights
are shown in Tablel. The total body weight showed a
pronounced reduction by 20.09% and 16.068% in rats of
AICl; treated group compared to the AlCl;+a-LA treated
group and to the controls respectively. Besides, a highly
significant increase in liver relative weights of AICl;
treated rats (a hypertrophy of the liver) was noted
compared to the AICI;+ a-LA treated rats and to the
controls ones.

Table 1: Changes in body weight (g) and liver relative
weights (g/100g bw) of control and treated rats

Parameters
studied Control AlCl; AlCl;+ a-LA
Initial body 236.33 £
weight (g) 5134 242.67 +41.63 243.17+29.74
Final body 311.17 261.17 + #
weight (g) 54.61 38.20* 326.5£46.85
Relative
liver weight 2.63+0.16 3.423 £ 0.48** 2.68+0.22"
(9/100g bw)

Values are given as mean + SD for groups of 6 animals each.
Significant difference; All treated groups compared to the
controls one (*p<0.05, **p<0.01); AICI; + a-LA group compared
to the AICI, treated one (“p<0.05).
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Effects of treatments on food intake

The decrease in body weight was associated with a
reduction in food intake by 10.867% and 12.010% in AICl;
treated group compared to AlICl;+ a-LA group and to the
control respectively (Table 2).

Table 2: Daily food intake and AICl; ingested of control
and treated rats

Parameters
and treatments Control AlICl; AlCl3+ a-LA
Foodintake ) 1) 10 06 18.60144%*  20.8742.31%
(9/day/rat)
Quantities of
AlCl; ingested - 6.324+1.35 7.1+1.35

(mg/day/rat)
Values are given as mean + SD for groups of 6 animals each.
Significant difference; All treated groups compared to the
controls one (***p<0.001); AICl; + a-LA group compared to the
AICI, treated one (*#p<0.001).

Effects of treatments on haematological parameters

As shown in Table 3, hematological parameters in control
and treated groups. Red blood cell (RBC), haemoglobin
(Hb) content and mean corpuscular haemoglobin
concentration (MCHC) in AICI; treated group were
significantly decreased compared to those in the controls.
While, white blood cell number (WBC) were significantly
increased than those of the controls. There was no
significant effect of adding 34 mg/kg AICI3 on all
haematological indexes in rats treated with AlCl;+ a-LA
compared control rats.

Table 3:Changes on haematological
control and treated rats

parameters of

Parameters
and Control AlCl; AlCl;+ a-LA
treatments
RBC (10°/pl) 8.96x0.31 7.26+0.32* 8.80+0.50"
WBC (103/ul) 10.31+1.81 13.01+0.72* 11.58+1.12"
Hb (g/dl) 14.81#0.58  12.18+0.53**  14.28+0.57"
HT (%) 44.55+1.33 43.6x1.50 43.85+1.78
(mr'r\1/|3(/:\R/BC) 49.66+1.75 49.33+£2.16 49.16+1.47
(pT;'\;: 0 16.550.69 16.30+0.62 16.58+0.39
MCHC (g/dl) 33.26+0.46  31.56+0.60**  33.21+0.62"
PLT (103/ul) 721.66+7.99 688.00£7.11 701.83£2.19
VMP 9.50£0.43 9.40£0.42 9.73£0.46

Values are given as mean + SD for groups of 6 animals each.
Significant difference; All treated groups compared to the
controls one (*p<0.05, **p<0.01); AICI; + a-LA group compared
to the AICI, treated one (*p<0.05, #p<0.05).

Effects of treatments on plasma biochemical markers

Table 4 showed some biochemical indexes which
indicated liver injury in rats. AlCl; treated rats data
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showed a significant increase in plasma AST, ALT, ALP,
LDH and total bilirubin by 94%, 29%, 56%, 37%, and 28%
respectively compared with control group and then by
50%, 45%, 50% and 22% compared to those of AlClz+a-LA
treated group, while albumin and total protein were
decreased in AICI; treated group by 27% and 11%
compared to the control one and by 28.734% and 3.28%
compared to the AICl;+a-LA group.

Table 4:Effects of treatments on some biochemical
parameters in plasma of control and treated rats

Parameters
and Control AlICI3 AlCl:+a-LA
treatments
AST (U/L) 152.71+4.72  296.571+1.88**  197.32+7.32"
ALT (U/L) 162.368+3.94  209.506+5.67*  144.49+10.24"*
ALP (U/L) 113.253+2.14  177.478+8.09***  117.68+1.17"
LDH (U/L) 704.833+5.44  964.5+5.97*** 882.66+4.62"
UGS | oy 2.050.28* 1.68310.01%
(mg/1)
Albumin (g/dl)  43.09+3.20 31.19547.14%** 43.77£2.02%
Total protein o) 5914 1 82.266+5.93" 85.0645.55

(g/dI)
Values are given as mean + SD for groups of 6 animals each.
Significant difference; All treated groups compared to the
controls one (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001); AICl; + a-LA
group compared to the AICI; treated one (*p<0.05, *p<0.001).

Effects of treatments on lipid peroxidation

MDA levels in liver tissue (Figure 1) were increased in
AlCl;-treated group compared to those of AICl;+a-LA-
treated group (12%) and the control (21%) ones. AlCls+a-
LA-treated rats did not show any significant changes in
liver MDA level compared to the control.

04 1
035 ) ®)

03
0,25 -
02 A
0,15 -
0,1 A
0,05

0

Liver MDAlevel (hmol/mg de prot)

T AICI3
Treatment

AICI3+a-LA

Figure 1: Liver homogenate malondialdehyde (nmol/mg
protein) levels of control and treated rats. Values are
given as mean + SD for groups of 6 animals each.
Significant difference: All treated groups compared to the
controls one (**p<0.01). AlCls+a-LA group compared to
the AICI; treated one (“p<0.05).

Effects of treatments on GSH content

Results in Figure 2 Showed changes of GSH levels in liver
tissue which indicated liver oxidative injury. Exposure rats
to AICl; produced a significant decline in GSH levels
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compared to those of AlCl;+a-LA-treated group (14%) and
the control (22%) ones.
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Figure 2: Liver homogenate reduced glutathione

(nmol/mg protein) levels of control and treated rats.
Values are given as meanxSD for groups of 6 animals
each. Significant difference: All treated groups compared
to the controls one (**p<0.01). AICl;+ a-LA group
compared to the AICI, treated one (*p<0.01).

Effects of treatments on antioxidant enzyme activities

Results in Figure 3 showed Changes of GPx, SOD and CAT
activities in liver tissue which indicated liver oxidative
damage. Exposure rats to AICl; produced a significant
decline in GPx, SOD and CAT enzyme activities compared
to those of control group. In contrast, treatment with 35
mg/kg of a-lipoic acid resulted in a significant
amelioration of 4-43% in the enzyme activities (GPx, SOD
and CAT).
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Figure 3: Liver homogenate glutathione peroxidase
(nmoles of GSH/min/mg protein), superoxide dismutase
(U/mg de protein) and catalase (umoles H,O,/min/mg
protein) activities of control and treated rats. Values are
given as mean + SD for groups of 6 animals each.
Significant difference: All treated groups compared to the
controls one ('p<0.05), (**p<0.01), (***p<0.001). AlCly+
a-LA group compared to the AICI; treated one ("p<0.05),
(*p<0.01).

DISCUSSION

In our experimental study, reduction in body weight is
used as an indicator for the deterioration of rat general
health status. It has been reported that AlCl; could induce
toxicological effects and biochemical dysfunctions
representing serious health hazards.>***® The findings
from the present work indicate that excessive AlCl;
exposure has changed body weight, absolute and relative
liver weights, leading however to significant decrease in
animal growth and production performances. This could
be probably attributed to the reduction of feed
consumption and/or malabsorption of nutrients induced
by AICl; effects on the gastro-intestinal tract and/or
inhibition of protein synthesis.>*>? AICl; exposure may
account to reduced food intake seen in the AlCl;-treated
group. Hence, these findings were similar to the results
published by El-Demerdash, and zhu et al.*®*® who
reported that high Al exposure have significantly induced
disturbances of the total body weight, absolute and
relative liver weights of rats. Accordingly, among the main
approaches used to ameliorate Al-induced hepatotoxicity
is the use of agents with powerful antioxidant properties.
However, recent studies have reported that lipoic acid
showed significant protective effects against tissue
damage induced by some xenobiotics like arsenic®”’,
Bisphenol A and adriamycin."’

The co-administration of lipoic acid attenuated the in vivo
effects of AICl; by scavenging or neutralizing ROS. These
results indicated that a-LA might have a beneficial role in
lowering AICl; toxicity probably due to its radical
scavenging property. Thus, a-LA treatment corrects the
body weight slow-down and the relative liver weight
increases. This may be attributed to an increases food
intake and /or lipoic acid capability to interfere with the
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absorption of AICl; in the intestine. It can also be
suggested that both a-LA and DHLA chelate heavy metals,
restricts the molecular damage and reduce hepatic injury.

Exposure rats to AICl; decreased hematological
parameters (RBCs and Hb) and developed anemia in rats.
Our experimental were in line with previous reports
which demonstrated that heavy metals exposure altered
hematological parameters in rats*® In fact, according to
the earlier reports®*"* this anaemia could be explained
by the inhibition of erythropoiesis and/or haemoglobin
synthesis reduction, the same reports indicate that AICI;
could be interfering with Fe incorporation to the heme
group witch induce Fe deficiency and reduce heme
synthesis. Also the observed microcytic anaemia it might
be due to an increase in the rate of erythrocytes
destruction in haematopoietic organs. So, AlCl; might be
crossing the erythrocyte membrane which is a result of its
ability to initiate a lipid peroxidation.*** In our study,
AlCl;-treated rats also exhibited significantly higher WBC
compared with controls rats. This increase might be
indicative of the activation of defence and immune
system showed that there were oedema and
inflammation in the tissues.”

The results of the present study showed that a-LA
supplementation has potentially beneficial effects on
haematological system. Our results are similar to a
previous studies reported by Caylak et al.® In fact, this
beneficial effect are probably due to the direct chelating
activity of a-LA which have possibility to decrease the
AICI; concentration in blood cells and inhibit its entry into
erythrocytes, resulting an increase of Fe and facilitate its
incorporation to the hem group. It could be also related
to the anti-inflammatory effects of o-LA reported in
several prior studies."*

The disturbance in the transport function of the
hepatocytes as a result of hepatic injury causes the
leakage of enzymes from the liver cytosol into the blood
due to altered permeability of membrane. In this work,
AlCl5-treated rats showed a significant increase in plasma
levels AST, ALT, ALP and LDH, which confirmed the liver
injury or dysfunction these results are in line with that
reported by El-Demerdash’ and Gaskill et al.”® Also,
increases enzymes plasma levels may be due to the
disturbance in the balance between biosynthesis and
degradation of these enzymes.***® Additional effects of
AICI; treatment revealed decreased plasma total protein,
albumin and increased total bilirubin as compared to
control. This data are in agreement with previous
studies.”®®® So, the significant decrease in the
concentration of the albumin could be attributed on the
one hand to an under nutrition and on the other hand to
a reduction of the protein synthesis in the liver results a
decreasing plasma total protein which confirmed the
direct damaging effect of AICl; on liver cells.>*® The
increase in plasma total bilirubin may result from
decreased liver uptake, conjugation or increased bilirubin
production from haemolyse. El-Sharaky et al.*” found that
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the induction rat in bilirubin was associated with free
radical production.

On the other hand, lipoic acid prevent the increase in the
activities of these enzymes is the primary evidence of
their hepatoprotective activity.” In the present finding,
lipoic acid co-administration produced an effective action
against the hepatocytes damaging effects, as shown by a
decrease of the elevated plasma hepatic key enzymes
(AST, ALT, ALP and LDH) and by a normalisation of
albumin, total protein and total bilirubin. The mechanism
proposed to explain these results could be attributed to
a-LA preventive effects against AlCl; induced damages in
rats hypatocytes.”** So, the o-LA prevents cellular
necrosis as well as the membrane failure, this
hepatoprotective effects might be related to both its
radical scavenging proprieties and indirect effect as a
regulator of antioxidative systems.'® "%

The increased level of MDA in AICI; treated rats could be
linked to the peroxidation damages of biological
membranes, caused by an increased reactive Fe'**%
According to Newairy et al.,”* and Wu et al.®* study’s,
aluminium is able to be bound by the Fe"carying
transferrin protein because of most closely Al*® ionic
radical resemble those of Fe*®, results an accumulation of
Fe* in cells. Besides™® reported that an increased MDA
concentration could be caused by inactivation of enzymes
involved in antioxidant system such as GPx, SOD and CAT
activities. In fact, AlCl; accumulation induced alteration of
zinc and copper homeostasis and decreasing its binding
ability to the antioxidant enzymes which caused
antioxidant enzymes dysfunction. The decreasing GSH
activity might be related to the inhibitor AICl; effect on
Glutamyl-cysteine-synthetase activity, the enzyme that
controls the biosynthesis of glutathione in liver, thus
resulting a reduction in GSH synthesis. This might be
coupled to the aluminium inhibiting ability of NADPH-
generating enzymes such as glucose 6-phosphate
dehydrogenase and NADP-isocitrate dehydrogenase,
resulting a slowing down in the GSH regeneration.15
Oxidative stress occurred as a consequence of imbalance
between the production of reactive oxygen species and
the antioxidative process in favor of radical production. In
the current study, the significant decrease in the
antioxidant enzyme activities (GPx, SOD and CAT) in liver
proved the failure of antioxidant defense system to
overcome the influx of reactive oxygen species generated
by Al exposure. o-LA supplementation produced
protective effect against antioxidant defense system
failure our result is in agreement with data reported from
similar studies on rats.?® This study suggested that a-LA
antioxidants capacity may be due to its ability to chelate
both heavy and transition metals, to scavenge reactive
oxygen species by the sulphydryl group to regenerate
endogenous antioxidants (such as vitamin C, vitamin E,
and GSH) and to repair oxidative damage of cellular
macromolecules which preventthe increase in lipid
peroxidation level and increasing the antioxidants
enzymes activities. Several reports®** evidenced that a
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combination of a-LA could prevent GSH depletion by
scavenging reactive oxygen species and /or increasing
cysteine uptake, which is a rate limiting step for GSH
biosynthesis.

CONCLUSION

This study clearly indicates that AICl; affects both
haematological and biochemical parameters as well as
antioxidative system inducing oxidative stress. Co-
administration of a-LA ameliorates this disturbance. In
fact, the ameliorative effect of a-LA against oxidative
stress in AlCl; treated rats due to its antioxidant propriety
by scavenging free radical and chelating metals as well as
regeneration of endogenous antioxidant. Nevertheless,
further studies are needed to investigate the precise
mechanism(s) of action of o-LA on oxidative stress
biomarkers in rat under AICl; intoxication.
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