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Introduction

Employées depuis |'antiquité, les plantes médicinales sont reconnues pour leurs effets
thérapeutiques. Leurs propriétés réelles ont, a toute époque, été exagérées, ou ignorées, selon
les connaissances en vigueur. Les progres des sciences biologiques, ont permis de mettre en
évidence les propriétés des plantes, dites médicinales, quelle soit thérapeutiques ou toxiques
(Boullard, 2001).

Nigella damascena est une plante annuelle herbacée, de la famille des Renonculacée
rencontrée dans les régions du pourtour du bassin méditerranéen (Schmauder et Doebe,
1991). Elle est douée de plusieurs propriétés thérapeutiques; tels que les effets:
oestrogenique, emmeénagogue, antipyrétique, analgésique, anti-inflammatoire, anti-oxydante,

antiparasitaire, antibactérienne (Fico et al, 2004).

Néanmoins, les données toxicologiques concernant Nigella damascena, reste a ce jour peu
connues et le peu d’'informations disponibles provient d études non référenciées. Seuls les
travaux de Bouguezza et al (2013) ont fait I'objet de |'étude de la toxicité aigle et
subchronique de I’ extrait méthanoligue de la graine de cette plante. Quand a la toxicité des
alcaloides totaux de Nigella damascena, aucune étude de ce genre n’a été faite acejour.

Les études toxicologiques, tels que les essais précliniques et cytotoxiques, sont autant de
méthodes qui nous permettent de déterminer latoxicité potentielle ou I’ innocuité d’ une plante,

et permettent de fournir des informations sur la potentielle dangerosité de ces remédes.

Notre éude porte sur |’évaluation de la toxicité sub-chronique des alcaloides totaux de la
graine de Nigella damascena sur des souris Swiss albinos méales et femelles. Pour cela une
évaluation de certains parametres biochimiques de lafonction hépatique et rénale ainsi qu’ une
étude histopathol ogique ont été réalisés pour permettre de confirmer ou d’ affirmer le potentiel
effet toxicologigque de nos alcaloides. Un deuxieme aspect a été réalisé pour évaluer in vitro la

cytotoxicité de ces alcaloides en prenant comme model cellulaire, des érythrocytes humains.



Chapitre 1 Geénéralité sur Nigella damascena

|.1.Description botanique

Les nigelles sont des plantes dicotylédones, de lafamille des renonculacées (Agradi et
al, 2001), du genre nigella, autre fois, appelées, Melanthium. Elles sont réparties en vingt
espéces dont Nigella sativa, Nigella arvensis, Nigella hispanica, Nigella damascena, Nigella
gallica et Nigdlla orientalis, qui poussent au niveau des régions méditerranéennes. (Nickavar
et al, 2003)

Nigella Damascena est une plante considérée comme ornementale, cultivée dans les

jardins et fleurit dans la période alant de mars jusqu'ajuillet. (Andreas et Oeggl, 2005)

Communément, appel ée cheveux d'anges ou pattes d'araignée, est une plante herbacée
annuelle, présente une hauteur de 50cm, avec des feuilles alongées a lanieres fines et
enchevétrées. Les fleurs sont de couleur blanche ou bleu pdle (Toma et al, 2003). Elles sont
bordées d’ une collerette de cing feuilles longues et minces avec des fruits de forme ovale et
globuleuse qui renferment les graines de Nigella damascena (d'une forme ovoide et aplanie)
(Figure1). (Tacherfiout, 2008)

Figure 1. Nigella damascena a gauche, aspect intérieure de la gousse a graines de Nigella

damascena adroite. (Lauber, 2012)



Chapitre 1 Geénéralité sur Nigella damascena

|.2.Classification de Nigella damascena

Selon laclassification Linnéenne, Nigella damascena est classée comme suite;

Tableau | : Classification de Nigella damascena. (Guignard, 2001)

Rang taxonomique Nomenclature
Regne Végétae

Sous regne Cormophyte
Supra embranchement Rhizophytes
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Diaypétales
Série Thalamiflores
Ordre Ranales
Famille Renoncul aceae
Genre Nigella
Espéce Nigella damascena

|.3.Généralités sur lesalcaloides

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules d'origine naturelle, renfermant
du carbone, de I'hydrogene et de I'azote qui leur confere leur caractere alcalin. La plupart
possedent une activité biologique marquée qui a suscité un intérét thérapeutique. (Bruneton,
1999; Cartier et Roux, 2007)

1.3.1.0rigines des alcaloides
On estime que le nombre d’ alcal oides découverts a ce jour est de 10 000. IIs font partie
de quatre origines différentes ; végétales, animales, fongiques et bactériennes.
1.3.1.1.0rigine végétales

Les acaloides se trouvent essentiellement dans les plantes supérieures telles que les
angiospermes, aussi bien dans les monocotylédones (Amaryllidacée, Liliacée) qu’ aux niveaux
des dicotylédones (Annonacée, Apocynacée, Fumariacée, Renonculaceae, Papavéracée, etc.).
(Bruneton, 2009)



Chapitre 1 Geénéralité sur Nigella damascena

1.3.1.2.0rigine animale

Les acaloides retrouvées chez les animaux sont, pour la plus part, des métabolites
produits a partir des alcaloides contenus dans |’ alimentation de type végétale de I'animal en
guestion. On prend pour exemple la castoramine, un alcaloide issue du castor, qui est

€galement retrouve chez les nénuphars. (Tableau 11)

D’ autres animaux possedent des alcaloides tels que les batraciens, salamandres et les
insectes (fourmis, coccinelles, les mille-pattes) (Tableau 1) et certains organismes marins
(éponges de mere et les unicellulaires). (Manske, 1973)

1.3.1.3.0rigines bactériennes

Des substances de nature acal oidique se retrouvent également chez quel ques bactéries
Pseudomonas aeruginosa. (William, 2003)

1.3.1.4.0rigine fongique

Les champignons, peu utilisés pour les études et |a recherche d acaloides, ont donnés
toutefois des résultats. C'est le cas du Chanoclavine; alcaloide extrait de I'ergot de seigle

(Claviceps purpurea). (Tableau I1)

Tableau | 1: Exemple d’ alcaloides d’ origine animale et fongique. (Badiaga, 2011)

Dénomination Structure Origine

Type d'dcaoide extrait a
partir des peaux de certains

Batrachotoxine batraciens (Dendrobates).

Typedacaoideisolédela

Solenopsine fourmi (Solenopesinvicta).

Type d'acaoideisolé du

castor.
Castoramine
Alcaloide indolique isolé
Chanoclavine d'un champignon de type

Claviceps purpurea.




Chapitre 1

Generalité sur Nigella damascena

| .3.2.Classification des alcaloides

La classification des alcaloides est assez complexe, vue leur nombre important et leur

hétérogénéité. La classification la plus utilisée est basée essentiellement sur la nature du cycle.

Les alcaloides possedent un sguelette hétérocyclique azoté, a I'exception de certaines

substances ou I'azote est extra-cyclique (colchicine, éphédrine). (Bruneton, 1999; Badiaga,

2011)

Tableau I11: Principaux hétérocycle des alcaloides. (Badiaga, 2011)
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|.3.3.Propriété physico-chimique des alcaloides

La masse moléculaire des alcaloides varie de 100 2900 MM. La plupart des alcaloides
non oxygénés sont liquides et volatils, alors que les alcaoides oxygénés sont plutdt solides,
cristallisables. Sous forme basique, ils sont peu ou pas solubles dans |’ eau, mais solubles dans

les alcools detitre élevé, ainsi que dans les solvants organiques apolaires (ou peu polaires).

La basicité des alcaloides repose sur la disponibilité du doublet libre de |’ azote. Les
groupements électro-donneurs adjacents a |’ azote augmentent |a basicité, et le groupe éectro-
attracteurs la diminuent. (Cartier and Roux, 2007)

La couleur des a caloides résulte du spectre d'absorption de la lumiére, ils sont souvent
incolores en raison de leurs absorption dans le spectre proche de I'U.V, mais dans de rare cas
cette absorption déborde sur le spectre visible attribuant une couleur aux alcaloides, comme
La berbérine et I'elipticine qui sont de couleur jaune a orangé et la sanguinarine qui est
rouge. (Manske, 1973)
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|.3.4.Caractérisation des alcaloides

De nombreuses réactions sont possibles avec les acaoides. Elles permettent la
caractérisation des composes. Ces réactions sont le plus souvent des réactions de
précipitation, ou de coloration, réalisées grace a des réactifs. Les réactions de précipitation se
font par la combinaison de I’alcaloide avec des métaux ou métalloides tels que I'iode, le

bismuth, ou le mercure. (Abayomi, 2010)

La réaction avec le tétraiodomercurate de potassium (réactif de Mayer) donne un
précipité blanc-jaunétre. La réaction avec le tétraiodobismuthate de potassium (réactif de

Dragendorff) donne un précipité orange a rouge.

Cette méthode de détection présente des limites, car elle n'est pas totalement
spécifigue aux acaloides. Certaines substances telles que des protéines, coumarines,
hydroxyflavones, et autres composes peuvent donner de faux résultats positifs. (Abayomi,
2010)

|.3.5.Propriété phar macologique des alcaloides

Les dcadoides sont particuliérement intéressants pour leurs activités
pharmacologiques, en effet ils constituent le principe actif de plusieurs médicaments.
(Bruneton, 1999)

Tableau IV: Quelques activités pharmacologiques des acaloides. (Fattorusso et
Taglialatela-Scafati, 2007)

Alcaloides Plantes Effet biologiques
Vinblastine Catharansus roseus Anticancéreux

Quinidine Cinchona pubescens Antiarythmétique

Berbérine Coptisjaponica Antifongique-Antibactérien
Sanguinarine Sanguinaria canadensis Antiseptique

Morphine Papaver somniferum Anagésique

Caféine Coffea arabica Stimulant du SNC

Boldine Peumus boldus Cholérétique et Cholagogue
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| .4.Lesalcaloides de Nigella damascena

En 1830, Schneider isole pour la premiere fois la damascenine, |’ alcaloide majoritaire
de lagraine de Nigella damascena et |ui attribue la composition chimique CyoHi5s O3 N .Ewins
reprit les travaux de Schneider et définie la formule constitutionnelle de la damascenine par sa
synthése, démontrant ainsi sa structure CgH;103N et sa formule détaillée 2-methylamino 3-

methoxy benzoic acid methyl ester (Figure 2). (Ewins, 1912)

En 1970, Deopke et Fitsch , ont démontrés la présence d’un deuxieme alcaloide dans
les graines de Nigella damascena , la damascinine de formule chimique 2-methylamino-3-
hydroxy benzoic acid methyl ester (Figure 2), qui se trouve a de faible taux dans la graine.
(Dopke et Fritsch, 1970; Manske, 1973)

_/\f COOCH,; P - COOCH;
| N |

=:_~~ ™ NHCH;

I

OCH, OH

—
[

Figure 2: Structure chimique de ladamascenine (1) et damascinine (2). (Fico et al, 2004)

La damascenine est I'alcaloide principal des graines de Nigella damascena, il
représente 0.1 a 0.7 % du poids de la graine, elle atteint sa valeur maximale lorsque les
graines sont a maturité. A un stade avanceé de développement les valeurs en damascenine sont
de 0,15% dans les graines, 0,013% dans les feuilles, 0,0001 % dans les tiges et de 0,0002 %

au niveau des racines. (M ohan et al, 1965)

L’étude des réactions de biosynthéses de la damascenine montre qu'elle est
synthétisée a partir de la méthionine (Munsche et Mothes, 1965), bien que les réactions de

biosynthese ne soient pas bien éucidées a ce jour.
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Autres composés

En plus des alcaloides, la graine de Nigella damascena contient d’ autres substances
telles que les flavonoides, sesquiterpenes, stérols, saponines, composés phénoliques, polyols
et des acides gras. (Y oshimitsu et al, 2007)

|.5.Propriététhérapeutiques de Nigella damascena

On attribue aux graines de Nigella damascena plusieurs propriétés thérapeutiques ;

|.5.1.Propriétéanalgésique

L’ activité analgésique des graines de Nigella damascena provient de I huile fixe, qui

contient un principe actif opioide responsable de |’ effet analgésique. (Teuscher et al, 2005)

|.5.2.Propriété antibactérienne et antiparasitaire

L’éude de Tanis et al en 2009 a déterminé que les extraits des graines
(chloroformique , méthanolique et acétonique) de Nigella damascena, possedent un effet sur
les bactéries a gram positif (Saphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa), néanmoins son activité reste faible comparée al’ Ampicilline. (Tanis, 2009)

|.5.3.Propriéé emménagogue

L’ activité oestrogénique de Nigella damascena a été déterminée, en utilisant la levure
YES, contenant un récepteur d cestrogene humain et I'extrait méthanolique de Nigella
damascena. Une forte activité oestrogénique a été observée, elle est dil a deux composeés: 3,4-
dihydroxy-B-phénethyl alcool et I’ acide 2,4-dihydroxyphénylacétique qui sont agonistes aux
cestrogenes. Elles se fixent aux récepteurs d’ cestrogene et régule le cycle menstruel. (Agradi
et al, 2001; Agradi et al, 2002), elle est également galactagogue, cette effet peut étre di aux
huiles essentielles et aux saponines. (Brukner, 1993; Ficoet al, 2001)

| .5.4.Propriété anti-oxydante

Les graines de Nigella damascena possédent un effet antioxydant grace aux huiles
fixes, qui captent les radicaux libres, mais aussi elles inhibent la peroxydation non
enzymatique. (Teuscher et al, 2005)
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I1.1.Généralité sur latoxicité

La toxicité d'un composé chimique ou organique (xénobiotique) est une
caractéristique biologique qui dépend de la structure atomique ou moléculaire de ce dernier et
de son interaction avec la matiére vivante, qui au contact ou apreés pénétration dans
I’ organisme provoque un dysfonctionnement a I’ échelle moléculaire, cellulaire, ou organique.
Cette toxicité dépend aussi de la dose du xénobiotique nécessaire pour produire un effet
toxique. (Claverie et Hedde, 2008)

11.1.1.Typesdetoxicité

Les signes de toxicités, leurs sevérités, apparitions, progressions et réversibilités sont
déterminés suite a des études toxicologiques indispensables a toute substance destinée a

I’ utilisation humaine.

On distingue trois formes de toxicité; la toxicité aigie, la toxicité a court terme

(subaigiie ou subchronique) et latoxicité along terme (chronique). (Leyral et Vierling, 2007)

11.1.1.1.Toxicité aigiie

La toxicité aigie est évaluée apres administration d’une dose forte et unique, a

concentration croissante sur différents groupes d’ animaux homogenes.

Pour déterminer la toxicité aigle, I'étude de la DL50 (dose létale a 50 %) est
indispensable, sa mise en évidence est réalisee avec des tests qui durent de 24h a 14jours, elle
dépend de lavoie d administration, de |’ espéce, des quantités limites a utilisées lors des autres
tests, et des organes cibles. (Leyral et Vierling, 2007)

11.1.1.2. Toxicité subaigle ou sub-chronique

La substance testée est administrée de fagons répétées, pendant une durée qui n’ excede
pas quatre-vingt-dix jours, elle a pour but d’ établir une corrélation entre la dose administrée et
les effets toxiques observés, et donc d’estimer la dose sans effet, qui servira a déterminer la
dose admissible chez I’homme. (Claverie et Hedde, 2008)
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I1.1.1.3.Toxicité chronique

La substance est administrée de maniére répétée, pendant une période qui dépasse
guatre-vingt-dix jours. L’étude de la toxicité chronique permet d’'une part, de déterminer un
niveau de dose sans effets toxiques, et d autre part, elle détermine leurs temps d apparition et

leurs possibles réversibilités. (Leyral et Vierling, 2007)

I1.2.Etude de toxicitéin vivo

Les essais de toxicité in vivo, par opposition a in vitro, quaifient toute étude
toxicologique effectuée pour un organisme vivant. Les essaies cliniques sont une forme de

recherchein vivo. (Stellman, 2000)
I1.2.1.Hépatotoxicité
11.2.1.1.Généralitésur lefoie

Le foie joue un réle essentiel dans le maintien de I'homéostasie du milieu intérieur.
Interposé entre le systéme digestif et la circulation sanguine systémique, il est le premier
organe atteint par |es substances endogenes et exogénes amenées par la veine porte.

Le foie recoit également du sang de la circulation systémique et participe a la
détoxification et I'dimination de substances ayant pénétrer I'organisme par d'autres voies,

comme les voies cutanées et respiratoires.

Le foie est le principa site de biotransformation et de détoxification des xénaobiotique.
Les voies hiliaires constituent une voie dexcrétion importante pour les produits du

meétabolisme endogene et |es substances étrangéeres et leurs métabolites. (Delaney, 2006)

I1.2.1.2.Hépatotoxicité

L’ Hépatotoxicité est définie comme le pouvoir qu’a une substance de provoquer des
dommages au niveau du foie, qui peut étre associés a une déficience de la fonction hépatique,
mais aussi aux medicaments, produits chimiques et plantes médicinales qui sont, I’une des
causes croissantes d’ atteintes hépatiques, du fait de leur réputation d’innocuité. (Navarro et
Senior, 2006; Stickel et al, 2005; Larrey, 2007)

11
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L’ hépatotoxicité se manifeste sous forme d’inflammation (hépatite), de nécrose
hepatique ou encore de maladie veino-occlusive. Divers mécanismes peuvent provoquer des
lésions alant de l'augmentation des taux enzymatiques a une dysfonction sévere de la

fonction hépatique. (Assis et Navarro, 2009)

11.2.1.3.Mécanismes de |'hépatotoxicité

De nombreux travaux expérimentaux ont été réalisés avec quelques molécules
(paracétamol, acide valproique, halothane, analogues nucléosidiques antirétroviraux), afin de
déterminer les mécanismes de |'hépatotoxicité, ces investigations ont permis d avoir un
schéma générale des atteintes hépatotoxiques et leurs mécanisme d' action. (Andrade et al,
2009; Daly, 2010)

L'hépatotoxicité peut résulter de I'action directe du xénobiotique, ou peut découler
indirectement des interactions avec d autre molécules, de nature intrinseque ou extrinseque
qui peuvent modifier les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du

xénobiotique en |e rendant toxigue pour les cellules du foie. (Mumoli et al, 2006)
I1.2.1.4.Hépatotoxicité directe
e Hépatotoxicité liée au xénobiotique

Ce type de toxicité résulte de I'action de la molécule mere directement sur les

hépatocytes en provoquant la nécrose cellulaire. (Andrade et al, 2009)

e Hépatotoxicité des métabolites réactifs

La formation de métabolites réactifs par I'intermédiaire de la biotransformation de la
molécule mere est I’une des premiers mécanismes d’ hépatotoxicité connue. Les métabolites
réactifs formés lors de la transformation de la molécule dans I'hépatocyte peuvent interagir
directement sur les protéines, les lipides ou les acides nucléiques, entrainant un stresse
oxydant, une peroxydation des lipides et des atérations de la perméabilité des membranes
mitochondriales qui, induiront la mort cellulaire, par nécrose ou apoptose. (Andrade et al,
2009; Daly, 2010)
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I1.2.1.5.Hépatotoxicité indirecte (immunologique)
e Activation du systéme immunitaire

L’ atteinte hépatique d’ origine immunitaire, est initiée par des molécules a bas poids
moléculaire. Appelées hapténes elles sont non immunogenes, mais peuvent acquérir une
immunogénécité en se liant a une macromolécule porteuse, telle qu'une protéine. La protéine
altérée sera aors percue comme étrangére par le systeme immunitaire. (Knowles et al, 2000;
Robin et al, 2000)

Le complexe hapténe-macromol écule déclenche I'activation des cellules T auxiliaires
qui, par la production de cytokines, activant les lymphocytes T cytotoxiques. Les cellules
Natural killer et les lymphocytes B (producteurs d'anticorps) entrainant une attaque auto-

immune contre les constituants des cellules hépatiques normales. (Jaeschk et al, 2004)

11.2.1.6.Evaluation de I’ hépatotoxicité

L’ hépatotoxicité peut étre identifié suite a un bilan hépatique. La bilirubine, I'ALT,
I’AST, la LDH sont des margqueurs qui peuvent mettre en évidence des |ésions hépatiques ou
des dtérations fonctionnelles. (Hughes et Jeffer son, 2009)

e Alanine Amino Transférase

L’aanine aminotransférase appelé ALAT, est une enzyme produite par les
hépatocytes. (Poortmans et Boisseau, 2003) Letaux d' ALAT contenu dans |e sang augmente
lorsgue les hépatocytes sont endommagées ou détruites a un rythme plus élevé que la
normale. Les drogues, I'acool, les toxines, les virus et d'autres substances causent des

dommages aux cellules hépatiques qui peuvent contribuer al’ élévation du taux d’ ALAT.

Le niveau d ALAT est utilisé pour évaluer le degré d’inflammation et de I’ atteinte au
foie. Les valeurs dites normales d'ALAT, peuvent varier d'un laboratoire a un autre,
Toutefois, les taux habituellement rapportés se situent entre O et 40 UI/L. (Hugheset
Jefferson, 2009)
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e Agpartate aminotransférase

Aspartate aminotransférase (ASAT) égaement appelé serum glutamique, est une
enzyme non spécifique, elle se trouve également dans d’ autres cellules telles que les cellules
cardiaques, musculaires et sanguines. Son taux éevé peut étre di a une hépatite aigie.
D’ autre testes biochimiques sont nécessaires pour confirmer ce diagnostique. (Nyblom et al,
2002)

e LaBilirubine

La bilirubine est le produit du catabolisme de I’ héme, provient de la destruction des
globules rouges vieillis. Labilirubine est libérée dans le sang ou elle selie al’ albumine, qui la
transporte vers le foie. Contrairement a la bilirubine liée a I’albumine, la forme libre est

neurotoxique. (Alan et L owe, 2006)

La bilirubine est utilisée comme margueur hépatique, car son taux éevé dans le corps
suggére une anomalie hépatique. Généraement des icteres qui se manifestent par la
pigmentation jaune de la peau et des muqueuses. La quantité totale normale de bilirubine est
de 0,1 a1,2 mg/dL. (Hughes et Jefferson; 2009)

I1.2.2.Néphrotoxicité
[1.2.2.1.Généralité sur lesreins

Les reins, en nombre de deux, sont situés dans la région rétro-péritonéale, de part et
d’autre de la colonne vertébrale. (Alan et Lowe, 2006) C’est un organe excréteur, il assure
plusieurs fonctions vitales, dont I’éimination et la conservation des composants du sang. |l
assure notamment |’évacuation des déchets du métabolisme, le contréle de la pression
osmotique, mais aussi de la composition éectrolytique du milieu intérieur et du volume de
sang. Le rein assure également le maintien de la constance du pH du milieu. C'est I'organe
principal de régulation et de contrle de la composition de I'organisme. (Elaine, 2008;

Nguyen et Bourouina, 2008)

Durant le processus de filtration des déchets sanguins, les reins, sont la cible des
substances toxiques d’ origine endogéne et exogene. Les cellules rénales sont donc exposées a

des concentrations plus élevées en toxique que les cellules sanguines. (Elaine, 2008)
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11.2.2.2.Néphrotoxicité

La néphrotoxicité est I’ensembl e des altérations fonctionnelles ou structurelles rénales,
induites par des toxiques endogene (immunologiques) ou exogéene (xénobiotiques). Les
manifestations des atteintes rénales toxiques sont trés nombreuses, et les symptémes ne sont
pas différents de ceux des maladies rénales connues. Les toxiques rénaux peuvent donner

presgue toutes les formes de syndrome néphrologique. (Stengdl et Simon, 1997)

11.2.2.3.Vulnérabilité desreins aux toxiques

La vulnérabilité du rein vis-avis des agressions toxiques, s explique par plusieurs

facteurs liée a des parametres anatomo-fonctionnels de cet organe. (Sherwood, 2006)
e Débit vasculaire et surface d’ échange

Lesreins recoivent environ 1/5 du débit cardiaque et la surface d’ échange endothéliale
entre le sang et les tissus rénaux est trés importante. Les cellules endothéliales sont en
contacte permanant avec les toxiques a plus forte concentration, D’ou le risque élevé de

toxicité
e Phénomeéne de réabsorption et de concentration

Une partie des xénobiotiques subissent une réabsorption tubulaire, gjouter a cela, le
phénomene de concentration, qui augmente |’accumulation des substances toxiques et

provogue une cytotoxicité.

11.2.2.4.Néphrotoxicité liée au toxique

L’ Atteinte rénale peut découler directement de la molécule toxique, soit part une
action directe, qui dépend de la nature du toxique ou de ses dérivés et leur mode d’ action, ou
par action indirecte dites d’ hypersensibilité. (Edelstein et faubel, 2011)

Latoxicité renale directe, affecte les cellules en contacte avec le toxique, elle est dose-
dépendante et prévisible. Elle provoque la dégénérescence et la nécrose des cellules
épithéliales tubulaires, et déficience des tubules rénaux, ce qui engendre une insuffisance

rénae aigue.
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La toxicité rénae indirecte "hypersensibilité' survient suite au contacte répété avec le
toxique. Elle est indépendante de la dose et imprévisible mais nécessite une sensibilisation

préaable, ce qui expligue I’ enclenchement du systéme immunitaire et de I’ hypersensibilité.

La néphropathie interstitielleet le syndrome néphrétique sont les manifestations les plus

courantes d’ une réaction d’ hypersensibilité a un toxique. (Edelstein et faubel, 2011)
11.2.2.5.Evaluation de la néphrotoxicité

De nombreux marqueurs rénaux ont été développés, dans le but de détecter des
atteintes fonctionnelles ou structurelles rénales dorigine toxique a un stade précoce.
(Marshall et Bangert, 2004)

e Créatinine

La créatinine est le marqueur biochimique le plus fiable de la fonction glomérulaire,
elle est le produit final du catabolisme de la créatine, sa concentration plasmatique est relative
a la masse musculaire et varie d'un individu a I'autre (60-120 umol/l). Cette molécule est
évaluée pour estimer le taux de filtration glomérulaire; elle est strictement éliminée par les
reins, L'augmentation de la concentration de la créatinine dans le sang indique un

dysfonctionnement au niveau du néphron. (Hughes et Jeffer son, 2009)
o L'urée

L’ urée est synthétisée dans le foie et résulte des réactions de désamination des acides
aminés. Elle est éliminée principalement dans les urines qui sont la voie d' élimination des
nitrogénes. Cette molécule est filtrée aussi par le glomérule mais €elle est réabsorbée par les
tubules par diffusion passive. L’intervalle de référence de |'urée est 2,5-6,6 mmol/l. Les
concentrations plasmatiques indiquent généralement une atteinte de la fonction glomérulaire
mais aussi elles peuvent étre modifiées par une aimentation inadéguate, d’une hémorragie
gastro-intestinale, etc. (Hughes et Jeffer son, 2009)
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I1.2.2.6.Marqueursdel’équilibre homéostatique

» Leglucose

La concentration normale en glucose a jeun est estimeé entre 0.7g /1 a 1.05¢/I. lorsque
le taux du glucose est élevé, il favorise le stockage des molécules énergétiques issues du
métabolisme, tandis que la diminution du taux sanguin du glucose, stimule la libération du
glucagon par les cellules apha du pancréas. Une déficience en ces deux derniers entraine une

diminution ou augmentation du glucose sanguin. (Gaw et al ,2008)
I1.3.Etude detoxicitéin vitro

Les études in vitro, sont menées sur des cellules ou des tissus d origine animale ou
humaine, en dehors de I'organismevivant. Les études invitro livrent une grande quantité
dinformations sur latoxicitéintrinseque d'un produit ou sur son meécanisme
detoxicité cellulaire et moléculaire. De plus, elles offrent de nombreux avantages sur les
études in vivo, car elles sont généralement moins couteuses et peuvent étre réalisées dans des

conditions mieux controlable. (Zurlo, 2000)

I1.3.1.Cytotoxicité

La Cytotoxicité est la propriété qu’a un agent chimigue ou biologique d atéré des
cellules, et provoquée une apoptose. L’ atération des cellules sanguines se traduit par une
hémolyse cdlulaire. (Dausset, 1976)

11.3.1.1.Le systéme hématologique

Le sang est un tissu liquide, circulant a l'intérieur d'un systéme vasculaire clos. |l
assure le transport des cellules spécialisées mais aussi d'édéments dissous:. protéines,
nutriments, hormones, vitamines, minéraux, déchets, médicaments. Le sang est composé de

deux parties, le plasma et les cellules. (Valensi, 2005)
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e Leplasmaet le sérum

La phase liquide du sang, le plasma, est composee d'eau (90 %) et de substances
solubles : protéines (albumine, globulines), glucides, lipides, sels minéraux. Sorti du systéme
vasculaire ou sous l'effet de certains stimuli, le plasma coagule: I'une de ses protéines, le
fibrinogéne, soluble, se transforme en une molécule insoluble; la fibrine et provoque la
coagulation. (Atul et Hoffbrand, 2004)

e Lescelulesdusang

Le sang contient des cellules anucléeées; les hématies (érythrocytes), des cellules
nucléées; les leucocytes (ou globules blancs), des fragments de cytoplasme et les plaquettes
(ou thrombocytes). Leur origine est la médullaire, ils proviennent d'une méme cellule souche

hématopoiétique totipotente. (Stevens et L owe, 1997)
» Leshématies

Les hématies également nommées globules rouges ou érythrocytes, sont des cellules
anucléées, biconcave. Formées dans la moelle osseuse, Leur production est régulée par une
hormone, |’ érythropoiétine. Elle a pour fonction, le transport de I’ oxygene dans I’ organisme.
(Prchal et Gregg, 2005)

» Structure des hématies

L’ érythrocyte se compose d'une membrane, e dun cytoplasme (enzymes et
hémoglobine). La membrane cellulaire, composée dune bicouche lipidique, de
glycoprotéines membranaires, elle assure le maintien de la forme en disque biconcave, et
permet les échanges entre plasma et cytoplasme qui se compose d' eau, d' ions minéraux (K+,
Nat+, Cat+, etc.), de glucose et de deux congtituants essentiels de nature protéque;

I'hémoglobine et I’ ensembl e des enzymes érythrocytaires.

L’ hémoglobine permet le transport de I’ oxygene et du dioxyde de carbone. Elle est
formée par quatre chaines de globine polypeptidique possédant chacune une molécule d’ héme

contenant du fer. (Wajcman, 2005)
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Les enzymes érythrocytaires fournissent I'énergie nécessaire ala survie de |’ hématie. Elles ont
pour réle, le maintien structural et fonctionnel de la membrane érythrocytaire et la protection
de I'hémoglobine de I'oxydation. (Prchal et Gregg, 2005)

11.3.1.2.M écanisme de la Cytotoxicité
11.3.1.2.1.Cytotoxicité directe

Le premier mécanisme de cytotoxicité des cellules du systéme hématol ogique, et plus
exactement les érythrocytes, est I'action directe du xénobiotique ou de I’ un de ces métabolites.
Un des mécanismes de toxicité directe est la mort par apoptose. Dans ce type de mort
cellulaire, la membrane cellulaire reste intacte, par opposition a la nécrose. Parmis les agents
cytotoxiques, les médicament destinés a la chimiothérapie (les agents akylant et les

inhibiteurs de la topoisomérase).

Latoxicité directe peut-étre liée a la production de métabolites toxiques comme le cas
du benzéne, qui se transforme, apres métabolisation dans le foie par le cyt p-450, en
métabolite (hydroguinone) qui est transformée dans la moelle osseuse en radical phénoxyl,

trés réactif, responsable de la destruction des cellules de cette derniére. (Vaubourdolle, 2007)

11.3.1.2.2.Cytotoxicité indirecte (Hémolyse oxydative)

Quand I’ érythrocyte est soumis a un stresse oxydatif sévére par addition d’un produit
oxydant, il en résulte une hémolyse toxique. L’ hémolyse est liée a une lipopéroxydation de la
membrane cellulaire, une oxydation des protéines membranaires et une destruction de la
membrane de |’ érythrocyte. (Vaubourdolle, 2007)
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| . Matérid et méthodes

|.1.Matériel végétal

|.1.1.Collecte du matériel végétal

Les graines fraiches de Nigella damascena ont été importées a partir d'une source
commerciae en France.Une fois réceptionnées, les graines ont été soigneusement nettoyées et
conservées al’ abri de lalumiéere dans un endroit sec. Apres avoir séché al’ étuve pendant 72h

a30°C, les graines ont été gardées dans des récipients fermés avant |'utilisation.
[.1.2.Extraction des alcal oides totaux

L’ extraction a été effectuée a partir de la poudre de graine selon |le protocole décrit par
Ewin (1912).

30 grammes de la poudre fine de la graine est extraite par 250ml d’ éther de pétrole par
macération pendant 72h. L’extrait éhérique est évaporé puis méangé a une solution HCI
(5%). Ce méange subit une délipidation par le chloroforme puis basification par le carbonate
de potassium. Le précipité formeé est finalement extrait par le chloroforme et évaporer, par la
suite, on récupere sur des boites de Pétri (pesees avant et apres) les acaloides totaux. Le

rendement de |'extrait a été calculé par rapport ala masse initiale de la matiéere seche.

Rendement (Rq) = (m/ mi) x 100
e m:massedel’ extrat brut
e mi: massedelamatiére secheinitiale

¢ Ry:rendement massique
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|.2.Matériel animal

Toutes les étapes qui suivent ont été menées conformément aux directives de I'OCDE
(Organisation de Coopération et de Développement Economiques), Guideline-407, adopté le
03 octobre, 2008.

[.2.1.Animaux

Cette étude a été effectuée sur des souris adultes Swiss albinos, blanches méales et

femelles, de poids moyen de 25g, provenant de L’ institut Pasteur d’ Alger.

Les animaux sont identifiés individuellement et distribués aléatoirement sur 04
groupes de 12 souris, noté de G1 jusgu'a G4. Chaque groupe est reparti sur deux cages

contenant 6 males et 6 femelles chagu'une.
Les groupes ont été subdivisés en:

% Groupe témoin positif: recoit le véhicule (eau physiologique + DM SO (10%)).
+»+ Groupe témoin négatif: recoit I’ eau physiol ogique uniguement.

+ Deux groupes tests: recoivent des doses (20 et 100 mg/kg d’ alcal oides totaux).

Les souris ont été retirées 7 jours avant le début de I’ expérience afin qu’ils s habituent
au nouvel environnement du laboratoire (température a 26°C, humidité relative de 45 a 60%),
et aux manipulations (injection d'eau physiologique 0.25ml ip, et au contacte avec le
personnel du laboratoire).Elles ont é&é soumises a un rythme nycthémeéral (12h d'éclairement
et 12h d'obscurité). Les animaux sont nourris avec des granulés provenant de I’'ENAB El-
Kseur, et del'eau de robinet "ad libitum" (Figure 4).La sciure est renouvel ée chague jour pour

assurer une bonne hygiéne aux souris.
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Figure 4: Conditions d'installation des souris au niveau du laboratoire.

|.3.Evaluation dela toxicité des alcaloides totaux in vivo
|.3.1.Choix des doses et voie d’ administration

Les alcaloides totaux ont été solubilisé dans du DM SO-Eau physiologique (1:9 (v/v)),
les groupes tests(G1 et G2) recoivent respectivement : 20mg/kg et 100mg/kg. Chague
semaine, la dose est gustée selon le poids moyens de chagque groupe mée et femelle. Le
groupe témoin positif a regu de I’eau physiologiqgue + DMSO, quant au groupe témoin
négatif, recoit strictement de I’ eau physiol ogique provenant toujours du méme lot.

L’administration des alcaloides, par voie intra péritonéale (Figure 5), a été fate a
heure fixe (9:00 am) durant 28 jours . Le choix de la voie d administration tient compte de la
voie utilisée pour I’emploi thérapeutique et des possibilités de résorption.(M anahan, 2002).
En effet les alcaloides de Nigella damascena sont moins actifs par voie orale (Bekemeier et
al., 1967).

Figure 5: Administration de |’ extrait"a caloides totaux" par voie intra-péritonéale.
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11.3.2.Quivie quotidien et observation comportementale

L’ observation comportementale et I’ examen morphologique des souris, sont tous deux

des paramétres non négligeabl es dans une étude toxicologique.
e Observations comportementales

Les observations sont effectuées quotidiennement sur toutes les souris, d’ un point de
vue comportemental. Elles sont réalisées avant et apres administration de I’ extrait "alcal oides
totaux" de Nigella Damascena. Suivant plusieurs criteres proposés par Mr CHADER,
appliqués au niveau de |I’animalerie du LNCPP d’ Alger, pour les études pré clinique.(Annexe

D)
e Température, Poids et alimentation
La prise de température s’ est faite d’ une fagon hebdomadaire, par voie rectale.

Le poids corporel des souris ainsi que le poids de leurs alimentation est pesé et noté

chaque jour avant I’ administration de I’ extrait, et cela durant toute la période de I’ étude.
|.3.3. Etudes biochimique

Les souris ont été privées de nourriture, mais pas d’eau, le jour qui précede le

sacrifice.

e Prélévement sanguin et analyses biochimiques
Le prélevement sanguin est effectué par décapitation sous anesthésie en utilisant la
ketamine(Figure 6)a |’ aide d' une lame de Bistouri. Le sang a éé récupéré directement dans
des tubes héparinespuis centrifugé a 3000 tours/min, pendant 5 min.Apres avoir recueilli le
serum, des dosages biochimiques cliniques ont été réalisés afin de déterminer un bilan
hépatique (Transaminases. ALT et AST, hilirubine) et rénal (Urée, Créatinine) ainsi que de la
glycémie.
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Figure6: A droite: une souris anesthésiée; A gauche: Prélévement de la kétamine.
|.3.4.Etude histopathologique
e Prélévement d’ organes et fixation

Apres prélévement sanguin, les souris ont été déposées sur une surface plane (Figure
7), et sacrifiées par dislocation cervicale.Les souris sacrifiées sont posées face dorsal contre le
liege; les membres sont étirés et fixés en extension par des épingles piquées obliquement dans

lesmains et les pieds.

Puis on effectue une boutonniere dans la peau de I’abdomen en avant de I’ orifice
urinaire. On y introduit une sonde cannelé en décollant la peau et la coupant avec un scalpd,
la peau est écartée. Une petite incision est pratiquédans la paroi musculaire de I’ abdomen
jusqu’ au sternum. Suite a ¢a, on procede au prélévement des deux organes, rein et foie, et les
isolés afin d' observer des changements macroscopiques et microscopiques. Une fois isolés,

ces organes sont immergés dans une solution de formol 10% pour fixation.

Les étapes qui suivent lafixation : inclusion, coupe et coloration, ont été effectuées au
niveau du laboratoire d’ anatomo-pathologie du CHU de Sétif.

Figure 7: Dissection, prélévement et fixation.
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| .4.Evaluation dela cytotoxicité des alcaloidesin vitro

|.4.1.Etude hémolytique
1.4.1.1.Principe

Le principe de ce test est d'évaluer la lyse des hématiesainsi la libération
d’hémoglobine en présence dune substance toxique. Les hématies qui restent intactes

sédi mentent.

|.4.1.2.1solement des érythrocytes
Protocol expérimentale

Le sang frais, de plusieurs volontaires humain, (qui ne sont sous aucun traitement,
étudiant ou personnel de laboratoire) est prélevé a chague essaie, au niveau de I'infirmerie de

I’université, par laveine du pli du coude directement dans des tubes héparinés.

Apres centrifugation a 3000 rpm durant 10 minute, le surnageant est éiminé et le culot
est lavé trois fois a un méme volume d’ eau physiologique froide. Le culot obtenu au troisieme

lavage forme la totalité des hématies.
| .4.2.Préparation des solutions
e Préparation de lasolution Triton X-100"

Afin d’ évaluer I’hémolyse totale, on a choisi le triton X-100, pour cela, un volume de
0.1 ml detritonX-100 est dilué dans 0.9 ml d’ eau physiologique, et conservé a4°C.

e Préparation de la solution mére d’ acaloide

L’ extrait "alcaloides totaux" de la graines de Nigella damascena, est solubilisé dans du

DM SO a 2% atempérature ambiante, sous agitation énergique.

M e triton X-100 est un détergeant doux qui permet disoler et de purifier les protéines dont
I'activité peut étre ensuite analysée. 1l est utilisépour déstabiliser la membrane érythrocytaire
et de cefait libérer son contenu en hémoglobine.

25



Chapitre I Matériel et méthodes

| .4.3.Etude de I’hémolyse
Protocol expérimentale

Cetest est évalué selon la méthode de tramer et al en 2012.A partir de la solution mere
a une concentration de 2 mg/ml, une série de tube a a différentes concentrations est
préparée, par dilution avec de I’ eau physiologique, la gamme des concentrations en extrait est
comprise entre 1 et 0.01562 mg/ml.

L’ analyse est réalisée dans 10 tubes. Un volume de 800 ul (eau physiologique, acaloides
totaux (solubilisés dans DM SO a 2%)), est mélangé avec 200ul du culot érythrocytaire;

e Untémoin négatif est préparé avec du DM SO(2%) et de |’ eau physiologique.
e Untémoin positif estpréparéavec de |’ eau physiologique et du triton X.

¢ Une gamme de concentration en alcaloides comprise entre 1 et 0.01562 mg/ml .

Les tubes sont incubés pendant 30min a 37°C puis centrifugé a 9000g pendant 5
min,le dégrée d’ hémolyse est déterminé en mesurant |’ absorbance de I’ hémoglobine a 415 nm

avec un spectrophotometre UV visible de type analytica.
|.4.4.0Observation microscopique

Pour identifier d’ éventuels effets toxiques ou autre changements morphol ogiques,que
les alcaloides totaux de Nigella damascena pourrait exercer sur les globules rouges, des frottis
sont réalisés a concentrations différentes d’ extrait et observés sous microscope optique a
différents grossissements,

> unedose a125ul/mi
» une dose a 1000ul/mi
|.4.5.Analyse statistique

Les données obtenues ont été andysé dSatistiquement en utilisant le test
ANOVA/MANOVA pour les comparaisons multiples. Les valeurs de p<0.05 sont considérées
statistiquement significatives.
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I1.1. Matériel végétal
II.1.1. Rendement d’extraction

Le taux d’extraction des alcaloidesde Nigella damascena a été calculé par rapport a la
masse de la poudre initiale et représente 0,1%. En Effet, Mohan (1960), rapporte quela
damascenine, 1’alcaloide majoritaire de la graine de Nigella damascena, représente prés de 0.1
a 0.7 % du poids de la graine. Notre rendement est approximativement dans I’intervalle des
concentrations citées par cet auteur. Toutefois, le rendement semble étre lié a plusieurs
parametres : aux propriétés génétiques des graines ainsi qu’a 1’origine géographique, aux
conditions et a la durée de stockage, de la récolte, aux solvants utilisés ainsi qu’aux méthodes

d’extraction appliquées.

I1.2. Toxicité sub-chronique

I1.2.1. Parametres physiques
I1.2.1.1. Evolution du poids corporel

Les résultats de 1’évolution du poids corporel aprés traitement sub-chronique par voie
intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena pendant 28 jours des groupes traités
(véhicule : DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’alcaloides totaux) sont représentées sur la
figure 8. Aucune variation significative n’a été observée pour les groupes traités par rapport

aux groupes témoins (recevant 1’eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 8 :Variation du poids corporel des différents groupes au cours de 1’évaluation de la toxicité sub-
chronique. (FT- et MT-: Omg/kg recoivent I’eau physiologique; FT+ et MT+ : recoivent 10% de DMSO-Eau
physiologique (v/v); F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T. Les données sont exprimées par
moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif'; (n = 6)).
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I1.2.1.2.Evolution de la prise alimentaire

Les résultats de 1’évolution de la prise alimentaire apres traitement sub-chronique par
voie intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena pendant 28 jours des groupes
traités (véhicule : DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’alcaloides totaux) sont représentés
sur la figure 9. La prise alimentaire est plus importante chez les males que chez les femelles
mais aucune variation significative n’a été observée pour les groupes traités par rapport aux

groupes témoins (recevant I’eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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FT- FT+  F20  F100 MT-  MT+ M20 M100

Figure 9 :L’évolution de la prise alimentaire des différents groupes traités et t¢émoin dans les conditions de la
toxicité sub-chronique par doses (FT- et MT- : Omg/kg regoivent 1’eau physiologique; FT+ et MT+ : regoivent
10% de DMSO-Eau physiologique (v/v); F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T. Les

données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif ; (n = 6)).
I1.2.1.3. Evolution de la température corporelle centrale (température rectale)

Les résultats de 1’évolution de la température corporelle centrale,prise par voie rectale
apres traitement sub-chronique par voie intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena
pendant 28 jours des groupes traités (véhicule : DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg
d’alcaloides totaux) sont représentés sur la figure 10. Ces valeurs sont dans I’intervalle de
normalité qui varie entre 36 et 39 °C chez les sourisAucune variation significative n’a été
observée pour les groupes traités par rapport aux groupes témoins (recevant |’eau

physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figurel0 : Variation de la température corporelle centrale prise par voie rectale des différents groupes traités au
cours de I’évaluation de la toxicité sub-chronique. (FT- et MT- : Omg/kg recoivent 1’eau physiologique; FT+ et
MT+ : regoivent 10% de DMSO-Eau physiologique (v/v); F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg
d’Alc T. Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat

significatif ; (n = 6)).

I1.2.2. Parametres biochimiques

I1.2.2.1. Paramétres hépatiques

Les résultats du dosage de la bilirubine et des transaminases ALT et AST aprés
traitement sub-chronique par voie intrapéritoniale des alcaloides de Nigella damascena
pendant 28 jours des groupes traités (véhicule : DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg
d’alcaloides totaux) sont représentées sur la figurell. Aucune variation significative n’a été
observée pour les groupes traités par rapport aux groupes témoins (recevant |’eau

physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 11 :Dosage des transaminases ALT et AST et de la bilirubine des différents groupes traités et témoin
dans les conditions de la toxicité sub-chronique traité par des doses (FT- et MT-: Omg/kg regoivent I’eau
physiologique; FT+ et MT+ : regoivent 10% de DMSO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg ; F100
et M100: 100mg/Kg d’Alc T. Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré

comme résultat significatif ; (n = 6)).

11.2.2.2. Paramétres néphrétiques

Les résultats du dosage de la créatinine et de ['urée apres traitement sub-chronique par
voie intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena pendant 28 jours des groupes
traités (véhicule : DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’alcaloides totaux) sont représentées
sur la figure 12Aucune variation significative n’a été observée pour les groupes traités par

rapport aux groupes témoins (recevant I’eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 12:Dosage de la créatinine et de I’urée des différents groupes traités et témoin dans les conditions de la
toxicité sub-chronique par des doses (FT- et MT-: Omg/kg recoivent 1’eau physiologique; FT+ et MT+ :
regoivent 10% de DMSO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T.

Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif ; (n =

6)).

11.2.2.3. Paramétres d’équilibre homéostatique

Les résultats du dosage du glucose (glycémie) aprés traitement sub-chronique par voie
intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena pendant 28 jours des groupes traités
(véhicule : DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’alcaloides totaux) sont représentées sur la
figure 13. La glycémie est plus importante chez les femelles que chez les males, mais aucune
variation significative n’a été observée pour les groupes traités par rapport aux groupes

témoins (recevant I’eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 13 : Dosage du glucose (glycémie) des différents groupes traités et témoin dans les conditions de la
toxicité sub-chronique par des doses (FT- et MT-: Omg/kg recoivent 1’eau physiologique; FT+ et MT+ :
regoivent 10% de DMSO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T.

Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif ; (n =

6)).
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I1.2.3. Examen histopathologique
11.2.3.1. Poids final des organes internes (Foie et reins)

Les résultats du poids final des organes aprés traitement sub-chronique par voie
intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena pendant 28 jours des groupes traités
(véhicule : DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’alcaloides totaux) sont représentées sur la
figure 14. Aucune variation significative n’a été observée pour les groupes traités par rapport

aux groupes témoins (recevant I’eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 14 :Poids des organes internes (Foie et reins) des différents groupes traités et t¢émoins dans les conditions
de la toxicité sub-chronique par doses (FT- et MT-: Omg/kg regoivent 1’eau physiologique; FT+ et MT+:
regoivent 10% de DMSO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T.

Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif ; (n =

6)).
I1.2.3.2. Histologie hépatique

La figure 15montre une micrographie optique (GX40) du parenchyme hépatique des

souris des deux sexes de tous les groupes traités et témoins.

Sur ces coupes histologiques le foie présente une structure typique normale. Le foie est
entouré par une couche de tissu conjonctif (la capsule de Glisson). Cette capsule entoure le
parenchyme hépatique, qui a une organisation polygonale formée de plusieurs lobes
hépatiques, qui sont séparés les uns des autres par du tissu conjonctif. Chaque lobe est
constitué d’hépatocytes, disposées en anastomosés. Dans le centre du lobe hépatique se trouve
la veine Centro-lobulaire, qui recoit le sang a partir du parenchyme hépatique. Les

hépatocytes sont des cellules de forme polygonale.
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Figure 15 : Micrographie du parenchyme hépatique des souris des deux sexes des groupes traités (Témoin : Eau
physiologique : G(M), H(F) ; véhicule : DMSO (10%) : E(M), F(F), 20mg/kg: C(M), D(F) et 100mg/kg A(M),
B(F) d’alcaloides totaux) (Gx40). M : males ; F : femelles.
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I1.2.3.3. Histologie rénale

La figure 16 montre une micrographie optique (GX40) du parenchyme rénal des

souris des deux sexes de tous les groupes traités et témoins.

Sur ces coupes histologiques le rein présente une structure typique normale. Le
parenchyme rénalest entouré d’une capsule fibreuse appelée cortex. On distingue deux zones
principales au niveau du rein : une croute externe (cortex rénale) et une médullaire
interne.Lecortex rénal comprend un parenchyme composé¢ de différents tubules, au milieu de
ces tubes sont observés les corpuscules rénaux composés de capsules de Bowman et
de glomérules. La médullaire rénal est d’un aspect stri¢. Elle est constituée de pyramides de
Malpighi. Elle contient la plus grande partie du tube urinifére, notamment les anses de Henlé

et les canaux collecteurs, ainsi que les vaisseaux sanguins et lymphatiques.

Cellules de
parenchyme
rénal

Glomérule
rénal

Capsule de / :
Bowman
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Figure 16: Micrographie du parenchyme rénal des souris des deux sexes des groupes traités (Témoin : Eau
physiologique : O(M), P(F) ; véhicule : DMSO (10%) : M(M), N(F), 20mg/kg: K(M), L(F) et 100mg/kg (M),
J(F) d’alcaloides totaux) (Gx40). M : males ; F : femelles.

I1.3. Etude in vitro de la cytotoxicité érythrocytaire
I1.3.1. Dosage de I’hémoglobine et pourcentage d’hémolyse

Les observations faites au cours de notre évaluation révelent que 1000 pug d’alcaloides
totaux pendant un temps d’incubation de 30min est une dose qui n’affecte pas l'intégrité
cellulaire. D’ailleurs, les résultats obtenus en calculant le pourcentage d’hémolyse ainsi que
par dosage spectrophotométrique de I’hémoglobine déversée par les érythrocytes au cours du
processus hémolytique ne montrent aucune différence d’absorbance significative (Figure 17)
par rapport au témoin (P > 0.05). Le plus grand pourcentage d’hémolyse a été obtenu en présence de

1000pg d’alcaloides totaux, qui est représenté par 5,54% d’hémolyse avec 5,72% de celui du control

(Figure 17).
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Figure 17: Pourcentage d’hémolyse érythrocytaire en présence et en absence des différentes concentrations

d’alcaloides et du Triton X-100 (P > 0.05).

I1.3. 2. Observation microscopique

Les observations par microscopie optique ne révelent aucun signe d’affection
morphologique des cellules érythrocytaires. Les frottis sanguins observés a grossissement
X40 (Figure 18) montrent que les membranes cellulaires sont intactes aussi bien au niveau du
control qu’en présence des différentes concentrations d’alcaloides contrairement a celui en
présence du Triton-X ou le nombre d’érythrocytes a diminuer et les membranes paraissent

affectées.
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B

Figure 18 : Images par Microscopie optique de la morphologie érythrocytaire en absence et en présence des
alcaloides totaux de la graine de Nigella damascena. (A) Cellules control positif ; (B)Cellules control négatif;

(C) Cellules incubées avec 125 pg/ml ; (D) Cellules incubées avec 1000 pg/ml (Gx40).

I1.4. Discussion générale

L’exposition aux drogues ou aux composés chimiques résultant de la toxicité se
manifeste au niveau des organes spécifiques, connus par les organes cibles de la toxicité. Les
facteurs qui contribuent a la susceptibilit¢ d’un organe a la toxicité incluent, la
pharmacocinétique, le métabolisme des drogues ou des composés chimiques, et la capacitéde
réponse d’un organe a des composés toxiques. Les tests de toxicité permettent non seulement
une compréhension  des mécanismes de la toxicité mais nous informent aussi sur la
potentielle dangerosité de ces substances sur la santé de I’Homme. Ce travail a pour but de

réaliser un profil toxicologique in vivo et in vitro des alcaloides de Nigella damascena.

Afin de déceler un ou plusieurs signes de toxicité probable, le comportement des
souris des différents groupes expérimentaux ont €été€ suivie chaque jour avant et apres injection
en suivant les signes de toxicité cités en annexe recommandés par le LNCPP mais aucun de

ces signes n’a été décelé.

Généralement, les altérations du poids corporel et des organes internes, la prise
alimentaire ainsi que la température centrale des souris reflétent une toxicité apres exposition

aux agents toxiques .Notre étude montre qu’aucune variation significative (P > 0.05) de 1'un
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de ces paramétres n’a été observée pour les groupes traités par rapport au groupe témoinpour

les deux sexes qui marque probablement une intégrité structurale et/ou fonctionnelle normale.

Contrairement aux travaux d’Azadeh et al (2013), sur la toxicité sub-chronique de la
mitraginine, un alcaloide extrait a partir de Mitragynaspeciosapendant 28 jours, qui montrent
qu’il y’a une diminution des poids des femelles ainsi que la prise alimentaire a une dose de

100 mg/Kg/jour.

Le foie est la premicre cible des substances absorbées au niveau de I’intestin.
L’¢lévation des taux des transaminases ALT et AST ainsi que de la bilirubine est un
indicateur des fonctions hépatiques (Martin et al., 1981). L’ALT est une enzyme qui se
trouve a une concentration élevée au niveau du cytoplasme hépatique, et I’augmentation
sérique du taux de cette enzyme refléte des dommages hépatocellulaire (Tennekoon et al.,
1991). Cependant ’AST est une enzyme non spécifique, qui se trouve également dans
d’autres cellules telles que les cellules cardiaque, musculaire et sanguine (Nyblom ef al.,
2002). De ce fait, ’AST est un indicateur hépatique moins spécifique que ’ALT. La
bilirubine est utilisée comme marqueur hépatique, car son taux élevé dans le corps suggere

une anomalie hépatique (Hughes et Jefferson, 2009).

Le dosage des parameétres hépatiques a savoir, les transaminases ALT et AST ainsi que
de la bilirubine montre qu’aucune altération n’a affecté les taux de ces parametres pour
lesgroupes traités par rapport aux groupes témoins pour les deux sexes(P > 0.05). Nos

résultats marquent donc une fonction hépatique normale.

Les cellules rénales sont exposées a des concentrations plus élevées en toxique vue
qu’elles assurent le processus de filtration des déchets sanguins. La fonction rénale est
appréciée par le dosage de la créatinine et de 1'urée sériques. La créatinineest lemarqueur
biochimique le plus fiable de la fonction glomérulaire. Elle est le produit final du catabolisme
de la créatine et sa concentration plasmatique est relative a la masse musculaire (Hughes et

Jefferson, 2009).

Notre ¢tude montre qu’aucune altération n’a affecté les taux de la créatinine et de
I’urée des groupes traités par rapport aux groupes témoins pour les deux sexes(P > 0.05). Nos

résultats marquent donc une fonction rénale normale.

Les résultats de notre évaluation biochimique sont comparables aux travaux de Marcelo et al

(2009) sur la toxicité sub-chronique del’alcaloide p-synephrinea une dose de 30 et de 300
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mg/Kg/jour pendant 28 jours, qui montrent que le dosage des paramétres biochimiques, AST,
ALT et créatinine ne présentent pas de différence significative par rapport aux témoins.Par
contre, d’Azadeh et al (2013) ont constaté une augmentation significative d’AST, d’ALT,
créatinine et urée lors de 1’étude de la toxicité sub-chronique de la mitraginine, un alcaloide

extrait a partir de Mitragynaspeciosaa des doses de 1, 10,100 mg/Kg/jour pendant 28 jours.

L’¢tude histopathologique faite sur le foie et les reins montre non seulement un aspect
morphologique normal mais aussi une structure histologique typique normale duparenchyme
hépatique et rénal des souris traitées et témoins des deux sexes.Ces résultats sont similaires
aux travaux de Marcelo et al (2009) sur la toxicité sub-chronique de p-synephrinea une dose
de 30 et de 300 mg/Kg/jour pendant 28 jours, qui ne démontre aucun changement des poids

des organes ni altérations histologiques.

Les résultats histopathologique apportent donc un appuie corrélatif avec les résultats
de ’analyse biochimique, ce qui confirme que les souris sont saines et ne présentent aucune

anomalie hépatique et rénale.

Le pourcentage d'hémolyse observé avec une concentration ¢élevée telle que 1000ug
n’a presque aucun effet (P > 0.05). Les observations microscopiques ainsi que le taux
d’hémolyse sont en parfaite corrélation, car aucun effet sur la morphologie érythrocytaire n’a
¢té détecté. On constate donc que nos alcaloides sont loin d’étre toxique. Ces résultats sont
comparables a ceux de Lin ef al (1998) qui ont démontré que la berbérine, un alcaloide de
Coptis chinensis ne provoque pas d’hémolyse. De méme Bribi ef al (2013) ont démontré que

1000ug d’alcaloides de Fumaria capréolata n’ont aucun effet sur I’hémolyse.
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Conclusion et perspectives

Nigella damascena est connue par ses effets bénéfiques et son utilisation

traditionnelle pour plusieurs vertus thérapeutiques.

L’ étude dela toxicité sub-chronique des alcaloides de Nigella damascena sur des
souris Swiss albinos, avec deux dose; 20 et 100 mg/kg, n’a révélé aucune toxicité, suite a
I’étude comportementale et des paramétres physiologiques (I’évolution du poids et la
température), au dosage des parametres biochimiques (les transaminases AST/ALT,

bilirubine, urée, créatinine, et glucose) et al’ éude histopathol ogique du foie et desreins.

La juxtaposition des différents résultats du bilan hépatique, néphrétique et ceux de
I’ étude histopathologique, indique que I’ administration par voie ip des alcaloides des graines
de Nigella damascena pendant 28 jours a des doses de 20 et 100 mg/Kg/jour, ne présente pas

d’ effet toxique sur les deux organes étudiés.

L’ éude in vitro de la cytotoxicité, sur des érythrocytes humains, des alcaloides de
Nigella damascena, a des doses qui varient de 1 a 0.01562mg/ml, n’a pas révélée aucune

toxicité, ce qui setraduit par une absence d hémolyse.

En plus de I’ éude de la toxicité sub-chronique et de la cytotoxicité réalisée, il serai
trés important en perspectives, d éablir un profile toxicologique complet des acaoides de
cette plante, a savoir I’ é&ude de latoxicité chronique afin d’ évaluer satoxicité along terme, et

de voir ses effets toxiques -s'ils ont existent- al’ échelle cellulaire et moléculaire.



Annexe 1: Test comportementales établie par le Dr CHADER, de I’Institut nationale de

Annexe

controle des produits pharmaceutiques.

Observation comportementale

Dans la cage

A la manipulation

Réflexes

- fermeture palpébrale
- mouvement clonique

- mouvement tonique

- facilité¢ d’enlévement de la
cage

- réactivité au maniement

- larmoiement

- fermeture palpébrale

- pilo-érection

- exophtalmie

- salivation

- a I’approche

- touché

- claquement

- pincement de la queue
- occulo-palpébrale

- redressement

Observation comportementale

Réponse autonome

Activité motrice

Systéme nerveux Centrale

- miction
- défécation

- contorsion(courbure)

- tétanie

- reflexe De Redressement

- queue en S

- tremblement

- agressivité

- convulsion

- excitation et hyperactivité
- stéréotypie

- démangeaison




Résumé&

Nigella damascena est une plante annuelle herbacée, utilisée en phytothérapie oriental
pour le traitement des affections catarrhales, |'aménorrhée et comme diurétique, les graines
réduites en poudre sont utilisées comme sternutatoire. Aucune éude systématique de la
toxicité potentielle des alcaloides de cette plante n’ a é&é menée. Cette étude vise a déterminer
le profil de toxicité des alcaloides de I'extrait des graines de Nigella damascena chez la souris.
Dans |'étude de toxicité sub-chronique, un total de 48 souris adultes suisses albinos méles et
femelles ont été utilisés. Aucune mortalité ou comportement anormal n'a été observé. Dans
I'étude de la toxicité sub-chronique avec deux doses 20 et 100mg/kg, aucune différence
significative n'a été observée concernant les parametres biochimiques; le glucose, la
bilirubine, I’ aspartate aminotransférase (AST), |'danine aminotransférase (ALT), l'urée, la
créatinine. De la méme maniére, aucunes modifications histopathologiques n'ont été
observées dans les reins et les structures du foie. D'autre part, I'éude de la cytotoxicité des
érythrocytes, en utilisant deux concentrations (125 et 1000 pg / ml) d'acaloides totaux, n'a

révélé aucun hémolyse.

Motsclés: Nigella damascena, acaloides, toxicité sub-chronique, cytotoxicité.

Summary:

Nigella damascena is an herbaceous annual plant used in oriental herbal medicine for
the treatment of catarrhal affections, amenorrhea and as a diuretic; powdered seeds are used as
sternutatory. No systematic study of the potential toxicity of the plant alkaloids has been
described. This study aimed to determine the toxicity profile of seed alkaloids extract from
Nigella damascena in mice. In sub-chronic toxicity study, atotal of 48 adult male and female
Swiss ahbino mice were used. No mortality or abnormal behavior was observed. In sub-
chronic toxicity study when working at 20 and 100mg/kg respectively, no significant
differences were observed concerning glucose, bilirubine, aspartate transaminase (AST),
aanine aminotransferase (ALT), urea, creatinine, parameters. In the same manner, no
histopathological aterations had been observed in the kidney and liver structures. On the
other hand, the study of erythrocyte cytotoxicity, using two concentrations (125 and 1000ug/
ml) of total alkaloids, has revealed no hemolysis.

Keywords: Nigella damascena, alkaloids, sub-chronic toxicity, cytotoxicity.
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Introduction

Employées depuis |'antiquité, les plantes médicinales sont reconnues pour leurs effets
thérapeutiques. Leurs propriétés réelles ont, a toute époque, été exagérées, ou ignorées, selon
les connaissances en vigueur. Les progres des sciences biologiques, ont permis de mettre en
évidence les propriétés des plantes, dites médicinales, quelle soit thérapeutiques ou toxiques
(Boullard, 2001).

Nigella damascena est une plante annuelle herbacée, de la famille des Renonculacée
rencontrée dans les régions du pourtour du bassin méditerranéen (Schmauder et Doebe,
1991). Elle est douée de plusieurs propriétés thérapeutiques; tels que les effets:
oestrogenique, emmeénagogue, antipyrétique, analgésique, anti-inflammatoire, anti-oxydante,

antiparasitaire, antibactérienne (Fico et al, 2004).

Néanmoins, les données toxicologiques concernant Nigella damascena, reste a ce jour peu
connues et le peu d’'informations disponibles provient d études non référenciées. Seuls les
travaux de Bouguezza et al (2013) ont fait I'objet de |'étude de la toxicité aigle et
subchronique de I’ extrait méthanoligue de la graine de cette plante. Quand a la toxicité des
alcaloides totaux de Nigella damascena, aucune étude de ce genre n’a été faite acejour.

Les études toxicologiques, tels que les essais précliniques et cytotoxiques, sont autant de
méthodes qui nous permettent de déterminer latoxicité potentielle ou I’ innocuité d’ une plante,

et permettent de fournir des informations sur la potentielle dangerosité de ces remédes.

Notre éude porte sur |’évaluation de la toxicité sub-chronique des alcaloides totaux de la
graine de Nigella damascena sur des souris Swiss albinos méales et femelles. Pour cela une
évaluation de certains parametres biochimiques de lafonction hépatique et rénale ainsi qu’ une
étude histopathol ogique ont été réalisés pour permettre de confirmer ou d’ affirmer le potentiel
effet toxicologigque de nos alcaloides. Un deuxieme aspect a été réalisé pour évaluer in vitro la

cytotoxicité de ces alcaloides en prenant comme model cellulaire, des érythrocytes humains.



Chapitre 1 Geénéralité sur Nigella damascena

|.1.Description botanique

Les nigelles sont des plantes dicotylédones, de lafamille des renonculacées (Agradi et
al, 2001), du genre nigella, autre fois, appelées, Melanthium. Elles sont réparties en vingt
espéces dont Nigella sativa, Nigella arvensis, Nigella hispanica, Nigella damascena, Nigella
gallica et Nigdlla orientalis, qui poussent au niveau des régions méditerranéennes. (Nickavar
et al, 2003)

Nigella Damascena est une plante considérée comme ornementale, cultivée dans les

jardins et fleurit dans la période alant de mars jusqu'ajuillet. (Andreas et Oeggl, 2005)

Communément, appel ée cheveux d'anges ou pattes d'araignée, est une plante herbacée
annuelle, présente une hauteur de 50cm, avec des feuilles alongées a lanieres fines et
enchevétrées. Les fleurs sont de couleur blanche ou bleu pdle (Toma et al, 2003). Elles sont
bordées d’ une collerette de cing feuilles longues et minces avec des fruits de forme ovale et
globuleuse qui renferment les graines de Nigella damascena (d'une forme ovoide et aplanie)
(Figure1). (Tacherfiout, 2008)

Figure 1. Nigella damascena a gauche, aspect intérieure de la gousse a graines de Nigella

damascena adroite. (Lauber, 2012)



Chapitre 1 Geénéralité sur Nigella damascena

|.2.Classification de Nigella damascena

Selon laclassification Linnéenne, Nigella damascena est classée comme suite;

Tableau | : Classification de Nigella damascena. (Guignard, 2001)

Rang taxonomique Nomenclature
Regne Végétae

Sous regne Cormophyte
Supra embranchement Rhizophytes
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Diaypétales
Série Thalamiflores
Ordre Ranales
Famille Renoncul aceae
Genre Nigella
Espéce Nigella damascena

|.3.Généralités sur lesalcaloides

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules d'origine naturelle, renfermant
du carbone, de I'hydrogene et de I'azote qui leur confere leur caractere alcalin. La plupart
possedent une activité biologique marquée qui a suscité un intérét thérapeutique. (Bruneton,
1999; Cartier et Roux, 2007)

1.3.1.0rigines des alcaloides
On estime que le nombre d’ alcal oides découverts a ce jour est de 10 000. IIs font partie
de quatre origines différentes ; végétales, animales, fongiques et bactériennes.
1.3.1.1.0rigine végétales

Les acaloides se trouvent essentiellement dans les plantes supérieures telles que les
angiospermes, aussi bien dans les monocotylédones (Amaryllidacée, Liliacée) qu’ aux niveaux
des dicotylédones (Annonacée, Apocynacée, Fumariacée, Renonculaceae, Papavéracée, etc.).
(Bruneton, 2009)



Chapitre 1 Geénéralité sur Nigella damascena

1.3.1.2.0rigine animale

Les acaloides retrouvées chez les animaux sont, pour la plus part, des métabolites
produits a partir des alcaloides contenus dans |’ alimentation de type végétale de I'animal en
guestion. On prend pour exemple la castoramine, un alcaloide issue du castor, qui est

€galement retrouve chez les nénuphars. (Tableau 11)

D’ autres animaux possedent des alcaloides tels que les batraciens, salamandres et les
insectes (fourmis, coccinelles, les mille-pattes) (Tableau 1) et certains organismes marins
(éponges de mere et les unicellulaires). (Manske, 1973)

1.3.1.3.0rigines bactériennes

Des substances de nature acal oidique se retrouvent également chez quel ques bactéries
Pseudomonas aeruginosa. (William, 2003)

1.3.1.4.0rigine fongique

Les champignons, peu utilisés pour les études et |a recherche d acaloides, ont donnés
toutefois des résultats. C'est le cas du Chanoclavine; alcaloide extrait de I'ergot de seigle

(Claviceps purpurea). (Tableau I1)

Tableau | 1: Exemple d’ alcaloides d’ origine animale et fongique. (Badiaga, 2011)

Dénomination Structure Origine

Type d'dcaoide extrait a
partir des peaux de certains

Batrachotoxine batraciens (Dendrobates).

Typedacaoideisolédela

Solenopsine fourmi (Solenopesinvicta).

Type d'acaoideisolé du

castor.
Castoramine
Alcaloide indolique isolé
Chanoclavine d'un champignon de type

Claviceps purpurea.
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| .3.2.Classification des alcaloides

La classification des alcaloides est assez complexe, vue leur nombre important et leur

hétérogénéité. La classification la plus utilisée est basée essentiellement sur la nature du cycle.

Les alcaloides possedent un sguelette hétérocyclique azoté, a I'exception de certaines

substances ou I'azote est extra-cyclique (colchicine, éphédrine). (Bruneton, 1999; Badiaga,

2011)

Tableau I11: Principaux hétérocycle des alcaloides. (Badiaga, 2011)
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|.3.3.Propriété physico-chimique des alcaloides

La masse moléculaire des alcaloides varie de 100 2900 MM. La plupart des alcaloides
non oxygénés sont liquides et volatils, alors que les alcaoides oxygénés sont plutdt solides,
cristallisables. Sous forme basique, ils sont peu ou pas solubles dans |’ eau, mais solubles dans

les alcools detitre élevé, ainsi que dans les solvants organiques apolaires (ou peu polaires).

La basicité des alcaloides repose sur la disponibilité du doublet libre de |’ azote. Les
groupements électro-donneurs adjacents a |’ azote augmentent |a basicité, et le groupe éectro-
attracteurs la diminuent. (Cartier and Roux, 2007)

La couleur des a caloides résulte du spectre d'absorption de la lumiére, ils sont souvent
incolores en raison de leurs absorption dans le spectre proche de I'U.V, mais dans de rare cas
cette absorption déborde sur le spectre visible attribuant une couleur aux alcaloides, comme
La berbérine et I'elipticine qui sont de couleur jaune a orangé et la sanguinarine qui est
rouge. (Manske, 1973)




Chapitre 1 Geénéralité sur Nigella damascena

|.3.4.Caractérisation des alcaloides

De nombreuses réactions sont possibles avec les acaoides. Elles permettent la
caractérisation des composes. Ces réactions sont le plus souvent des réactions de
précipitation, ou de coloration, réalisées grace a des réactifs. Les réactions de précipitation se
font par la combinaison de I’alcaloide avec des métaux ou métalloides tels que I'iode, le

bismuth, ou le mercure. (Abayomi, 2010)

La réaction avec le tétraiodomercurate de potassium (réactif de Mayer) donne un
précipité blanc-jaunétre. La réaction avec le tétraiodobismuthate de potassium (réactif de

Dragendorff) donne un précipité orange a rouge.

Cette méthode de détection présente des limites, car elle n'est pas totalement
spécifigue aux acaloides. Certaines substances telles que des protéines, coumarines,
hydroxyflavones, et autres composes peuvent donner de faux résultats positifs. (Abayomi,
2010)

|.3.5.Propriété phar macologique des alcaloides

Les dcadoides sont particuliérement intéressants pour leurs activités
pharmacologiques, en effet ils constituent le principe actif de plusieurs médicaments.
(Bruneton, 1999)

Tableau IV: Quelques activités pharmacologiques des acaloides. (Fattorusso et
Taglialatela-Scafati, 2007)

Alcaloides Plantes Effet biologiques
Vinblastine Catharansus roseus Anticancéreux

Quinidine Cinchona pubescens Antiarythmétique

Berbérine Coptisjaponica Antifongique-Antibactérien
Sanguinarine Sanguinaria canadensis Antiseptique

Morphine Papaver somniferum Anagésique

Caféine Coffea arabica Stimulant du SNC

Boldine Peumus boldus Cholérétique et Cholagogue
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| .4.Lesalcaloides de Nigella damascena

En 1830, Schneider isole pour la premiere fois la damascenine, |’ alcaloide majoritaire
de lagraine de Nigella damascena et |ui attribue la composition chimique CyoHi5s O3 N .Ewins
reprit les travaux de Schneider et définie la formule constitutionnelle de la damascenine par sa
synthése, démontrant ainsi sa structure CgH;103N et sa formule détaillée 2-methylamino 3-

methoxy benzoic acid methyl ester (Figure 2). (Ewins, 1912)

En 1970, Deopke et Fitsch , ont démontrés la présence d’un deuxieme alcaloide dans
les graines de Nigella damascena , la damascinine de formule chimique 2-methylamino-3-
hydroxy benzoic acid methyl ester (Figure 2), qui se trouve a de faible taux dans la graine.
(Dopke et Fritsch, 1970; Manske, 1973)

_/\f COOCH,; P - COOCH;
| N |

=:_~~ ™ NHCH;

I

OCH, OH

—
[

Figure 2: Structure chimique de ladamascenine (1) et damascinine (2). (Fico et al, 2004)

La damascenine est I'alcaloide principal des graines de Nigella damascena, il
représente 0.1 a 0.7 % du poids de la graine, elle atteint sa valeur maximale lorsque les
graines sont a maturité. A un stade avanceé de développement les valeurs en damascenine sont
de 0,15% dans les graines, 0,013% dans les feuilles, 0,0001 % dans les tiges et de 0,0002 %

au niveau des racines. (M ohan et al, 1965)

L’étude des réactions de biosynthéses de la damascenine montre qu'elle est
synthétisée a partir de la méthionine (Munsche et Mothes, 1965), bien que les réactions de

biosynthese ne soient pas bien éucidées a ce jour.
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Autres composés

En plus des alcaloides, la graine de Nigella damascena contient d’ autres substances
telles que les flavonoides, sesquiterpenes, stérols, saponines, composés phénoliques, polyols
et des acides gras. (Y oshimitsu et al, 2007)

|.5.Propriététhérapeutiques de Nigella damascena

On attribue aux graines de Nigella damascena plusieurs propriétés thérapeutiques ;

|.5.1.Propriétéanalgésique

L’ activité analgésique des graines de Nigella damascena provient de I huile fixe, qui

contient un principe actif opioide responsable de |’ effet analgésique. (Teuscher et al, 2005)

|.5.2.Propriété antibactérienne et antiparasitaire

L’éude de Tanis et al en 2009 a déterminé que les extraits des graines
(chloroformique , méthanolique et acétonique) de Nigella damascena, possedent un effet sur
les bactéries a gram positif (Saphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa), néanmoins son activité reste faible comparée al’ Ampicilline. (Tanis, 2009)

|.5.3.Propriéé emménagogue

L’ activité oestrogénique de Nigella damascena a été déterminée, en utilisant la levure
YES, contenant un récepteur d cestrogene humain et I'extrait méthanolique de Nigella
damascena. Une forte activité oestrogénique a été observée, elle est dil a deux composeés: 3,4-
dihydroxy-B-phénethyl alcool et I’ acide 2,4-dihydroxyphénylacétique qui sont agonistes aux
cestrogenes. Elles se fixent aux récepteurs d’ cestrogene et régule le cycle menstruel. (Agradi
et al, 2001; Agradi et al, 2002), elle est également galactagogue, cette effet peut étre di aux
huiles essentielles et aux saponines. (Brukner, 1993; Ficoet al, 2001)

| .5.4.Propriété anti-oxydante

Les graines de Nigella damascena possédent un effet antioxydant grace aux huiles
fixes, qui captent les radicaux libres, mais aussi elles inhibent la peroxydation non
enzymatique. (Teuscher et al, 2005)
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I1.1.Généralité sur latoxicité

La toxicité d'un composé chimique ou organique (xénobiotique) est une
caractéristique biologique qui dépend de la structure atomique ou moléculaire de ce dernier et
de son interaction avec la matiére vivante, qui au contact ou apreés pénétration dans
I’ organisme provoque un dysfonctionnement a I’ échelle moléculaire, cellulaire, ou organique.
Cette toxicité dépend aussi de la dose du xénobiotique nécessaire pour produire un effet
toxique. (Claverie et Hedde, 2008)

11.1.1.Typesdetoxicité

Les signes de toxicités, leurs sevérités, apparitions, progressions et réversibilités sont
déterminés suite a des études toxicologiques indispensables a toute substance destinée a

I’ utilisation humaine.

On distingue trois formes de toxicité; la toxicité aigie, la toxicité a court terme

(subaigiie ou subchronique) et latoxicité along terme (chronique). (Leyral et Vierling, 2007)

11.1.1.1.Toxicité aigiie

La toxicité aigie est évaluée apres administration d’une dose forte et unique, a

concentration croissante sur différents groupes d’ animaux homogenes.

Pour déterminer la toxicité aigle, I'étude de la DL50 (dose létale a 50 %) est
indispensable, sa mise en évidence est réalisee avec des tests qui durent de 24h a 14jours, elle
dépend de lavoie d administration, de |’ espéce, des quantités limites a utilisées lors des autres
tests, et des organes cibles. (Leyral et Vierling, 2007)

11.1.1.2. Toxicité subaigle ou sub-chronique

La substance testée est administrée de fagons répétées, pendant une durée qui n’ excede
pas quatre-vingt-dix jours, elle a pour but d’ établir une corrélation entre la dose administrée et
les effets toxiques observés, et donc d’estimer la dose sans effet, qui servira a déterminer la
dose admissible chez I’homme. (Claverie et Hedde, 2008)

10
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I1.1.1.3.Toxicité chronique

La substance est administrée de maniére répétée, pendant une période qui dépasse
guatre-vingt-dix jours. L’étude de la toxicité chronique permet d’'une part, de déterminer un
niveau de dose sans effets toxiques, et d autre part, elle détermine leurs temps d apparition et

leurs possibles réversibilités. (Leyral et Vierling, 2007)

I1.2.Etude de toxicitéin vivo

Les essais de toxicité in vivo, par opposition a in vitro, quaifient toute étude
toxicologique effectuée pour un organisme vivant. Les essaies cliniques sont une forme de

recherchein vivo. (Stellman, 2000)
I1.2.1.Hépatotoxicité
11.2.1.1.Généralitésur lefoie

Le foie joue un réle essentiel dans le maintien de I'homéostasie du milieu intérieur.
Interposé entre le systéme digestif et la circulation sanguine systémique, il est le premier
organe atteint par |es substances endogenes et exogénes amenées par la veine porte.

Le foie recoit également du sang de la circulation systémique et participe a la
détoxification et I'dimination de substances ayant pénétrer I'organisme par d'autres voies,

comme les voies cutanées et respiratoires.

Le foie est le principa site de biotransformation et de détoxification des xénaobiotique.
Les voies hiliaires constituent une voie dexcrétion importante pour les produits du

meétabolisme endogene et |es substances étrangéeres et leurs métabolites. (Delaney, 2006)

I1.2.1.2.Hépatotoxicité

L’ Hépatotoxicité est définie comme le pouvoir qu’a une substance de provoquer des
dommages au niveau du foie, qui peut étre associés a une déficience de la fonction hépatique,
mais aussi aux medicaments, produits chimiques et plantes médicinales qui sont, I’une des
causes croissantes d’ atteintes hépatiques, du fait de leur réputation d’innocuité. (Navarro et
Senior, 2006; Stickel et al, 2005; Larrey, 2007)

11
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L’ hépatotoxicité se manifeste sous forme d’inflammation (hépatite), de nécrose
hepatique ou encore de maladie veino-occlusive. Divers mécanismes peuvent provoquer des
lésions alant de l'augmentation des taux enzymatiques a une dysfonction sévere de la

fonction hépatique. (Assis et Navarro, 2009)

11.2.1.3.Mécanismes de |'hépatotoxicité

De nombreux travaux expérimentaux ont été réalisés avec quelques molécules
(paracétamol, acide valproique, halothane, analogues nucléosidiques antirétroviraux), afin de
déterminer les mécanismes de |'hépatotoxicité, ces investigations ont permis d avoir un
schéma générale des atteintes hépatotoxiques et leurs mécanisme d' action. (Andrade et al,
2009; Daly, 2010)

L'hépatotoxicité peut résulter de I'action directe du xénobiotique, ou peut découler
indirectement des interactions avec d autre molécules, de nature intrinseque ou extrinseque
qui peuvent modifier les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du

xénobiotique en |e rendant toxigue pour les cellules du foie. (Mumoli et al, 2006)
I1.2.1.4.Hépatotoxicité directe
e Hépatotoxicité liée au xénobiotique

Ce type de toxicité résulte de I'action de la molécule mere directement sur les

hépatocytes en provoquant la nécrose cellulaire. (Andrade et al, 2009)

e Hépatotoxicité des métabolites réactifs

La formation de métabolites réactifs par I'intermédiaire de la biotransformation de la
molécule mere est I’une des premiers mécanismes d’ hépatotoxicité connue. Les métabolites
réactifs formés lors de la transformation de la molécule dans I'hépatocyte peuvent interagir
directement sur les protéines, les lipides ou les acides nucléiques, entrainant un stresse
oxydant, une peroxydation des lipides et des atérations de la perméabilité des membranes
mitochondriales qui, induiront la mort cellulaire, par nécrose ou apoptose. (Andrade et al,
2009; Daly, 2010)

12
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I1.2.1.5.Hépatotoxicité indirecte (immunologique)
e Activation du systéme immunitaire

L’ atteinte hépatique d’ origine immunitaire, est initiée par des molécules a bas poids
moléculaire. Appelées hapténes elles sont non immunogenes, mais peuvent acquérir une
immunogénécité en se liant a une macromolécule porteuse, telle qu'une protéine. La protéine
altérée sera aors percue comme étrangére par le systeme immunitaire. (Knowles et al, 2000;
Robin et al, 2000)

Le complexe hapténe-macromol écule déclenche I'activation des cellules T auxiliaires
qui, par la production de cytokines, activant les lymphocytes T cytotoxiques. Les cellules
Natural killer et les lymphocytes B (producteurs d'anticorps) entrainant une attaque auto-

immune contre les constituants des cellules hépatiques normales. (Jaeschk et al, 2004)

11.2.1.6.Evaluation de I’ hépatotoxicité

L’ hépatotoxicité peut étre identifié suite a un bilan hépatique. La bilirubine, I'ALT,
I’AST, la LDH sont des margqueurs qui peuvent mettre en évidence des |ésions hépatiques ou
des dtérations fonctionnelles. (Hughes et Jeffer son, 2009)

e Alanine Amino Transférase

L’aanine aminotransférase appelé ALAT, est une enzyme produite par les
hépatocytes. (Poortmans et Boisseau, 2003) Letaux d' ALAT contenu dans |e sang augmente
lorsgue les hépatocytes sont endommagées ou détruites a un rythme plus élevé que la
normale. Les drogues, I'acool, les toxines, les virus et d'autres substances causent des

dommages aux cellules hépatiques qui peuvent contribuer al’ élévation du taux d’ ALAT.

Le niveau d ALAT est utilisé pour évaluer le degré d’inflammation et de I’ atteinte au
foie. Les valeurs dites normales d'ALAT, peuvent varier d'un laboratoire a un autre,
Toutefois, les taux habituellement rapportés se situent entre O et 40 UI/L. (Hugheset
Jefferson, 2009)

13
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e Agpartate aminotransférase

Aspartate aminotransférase (ASAT) égaement appelé serum glutamique, est une
enzyme non spécifique, elle se trouve également dans d’ autres cellules telles que les cellules
cardiaques, musculaires et sanguines. Son taux éevé peut étre di a une hépatite aigie.
D’ autre testes biochimiques sont nécessaires pour confirmer ce diagnostique. (Nyblom et al,
2002)

e LaBilirubine

La bilirubine est le produit du catabolisme de I’ héme, provient de la destruction des
globules rouges vieillis. Labilirubine est libérée dans le sang ou elle selie al’ albumine, qui la
transporte vers le foie. Contrairement a la bilirubine liée a I’albumine, la forme libre est

neurotoxique. (Alan et L owe, 2006)

La bilirubine est utilisée comme margueur hépatique, car son taux éevé dans le corps
suggére une anomalie hépatique. Généraement des icteres qui se manifestent par la
pigmentation jaune de la peau et des muqueuses. La quantité totale normale de bilirubine est
de 0,1 a1,2 mg/dL. (Hughes et Jefferson; 2009)

I1.2.2.Néphrotoxicité
[1.2.2.1.Généralité sur lesreins

Les reins, en nombre de deux, sont situés dans la région rétro-péritonéale, de part et
d’autre de la colonne vertébrale. (Alan et Lowe, 2006) C’est un organe excréteur, il assure
plusieurs fonctions vitales, dont I’éimination et la conservation des composants du sang. |l
assure notamment |’évacuation des déchets du métabolisme, le contréle de la pression
osmotique, mais aussi de la composition éectrolytique du milieu intérieur et du volume de
sang. Le rein assure également le maintien de la constance du pH du milieu. C'est I'organe
principal de régulation et de contrle de la composition de I'organisme. (Elaine, 2008;

Nguyen et Bourouina, 2008)

Durant le processus de filtration des déchets sanguins, les reins, sont la cible des
substances toxiques d’ origine endogéne et exogene. Les cellules rénales sont donc exposées a

des concentrations plus élevées en toxique que les cellules sanguines. (Elaine, 2008)
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11.2.2.2.Néphrotoxicité

La néphrotoxicité est I’ensembl e des altérations fonctionnelles ou structurelles rénales,
induites par des toxiques endogene (immunologiques) ou exogéene (xénobiotiques). Les
manifestations des atteintes rénales toxiques sont trés nombreuses, et les symptémes ne sont
pas différents de ceux des maladies rénales connues. Les toxiques rénaux peuvent donner

presgue toutes les formes de syndrome néphrologique. (Stengdl et Simon, 1997)

11.2.2.3.Vulnérabilité desreins aux toxiques

La vulnérabilité du rein vis-avis des agressions toxiques, s explique par plusieurs

facteurs liée a des parametres anatomo-fonctionnels de cet organe. (Sherwood, 2006)
e Débit vasculaire et surface d’ échange

Lesreins recoivent environ 1/5 du débit cardiaque et la surface d’ échange endothéliale
entre le sang et les tissus rénaux est trés importante. Les cellules endothéliales sont en
contacte permanant avec les toxiques a plus forte concentration, D’ou le risque élevé de

toxicité
e Phénomeéne de réabsorption et de concentration

Une partie des xénobiotiques subissent une réabsorption tubulaire, gjouter a cela, le
phénomene de concentration, qui augmente |’accumulation des substances toxiques et

provogue une cytotoxicité.

11.2.2.4.Néphrotoxicité liée au toxique

L’ Atteinte rénale peut découler directement de la molécule toxique, soit part une
action directe, qui dépend de la nature du toxique ou de ses dérivés et leur mode d’ action, ou
par action indirecte dites d’ hypersensibilité. (Edelstein et faubel, 2011)

Latoxicité renale directe, affecte les cellules en contacte avec le toxique, elle est dose-
dépendante et prévisible. Elle provoque la dégénérescence et la nécrose des cellules
épithéliales tubulaires, et déficience des tubules rénaux, ce qui engendre une insuffisance

rénae aigue.
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La toxicité rénae indirecte "hypersensibilité' survient suite au contacte répété avec le
toxique. Elle est indépendante de la dose et imprévisible mais nécessite une sensibilisation

préaable, ce qui expligue I’ enclenchement du systéme immunitaire et de I’ hypersensibilité.

La néphropathie interstitielleet le syndrome néphrétique sont les manifestations les plus

courantes d’ une réaction d’ hypersensibilité a un toxique. (Edelstein et faubel, 2011)
11.2.2.5.Evaluation de la néphrotoxicité

De nombreux marqueurs rénaux ont été développés, dans le but de détecter des
atteintes fonctionnelles ou structurelles rénales dorigine toxique a un stade précoce.
(Marshall et Bangert, 2004)

e Créatinine

La créatinine est le marqueur biochimique le plus fiable de la fonction glomérulaire,
elle est le produit final du catabolisme de la créatine, sa concentration plasmatique est relative
a la masse musculaire et varie d'un individu a I'autre (60-120 umol/l). Cette molécule est
évaluée pour estimer le taux de filtration glomérulaire; elle est strictement éliminée par les
reins, L'augmentation de la concentration de la créatinine dans le sang indique un

dysfonctionnement au niveau du néphron. (Hughes et Jeffer son, 2009)
o L'urée

L’ urée est synthétisée dans le foie et résulte des réactions de désamination des acides
aminés. Elle est éliminée principalement dans les urines qui sont la voie d' élimination des
nitrogénes. Cette molécule est filtrée aussi par le glomérule mais €elle est réabsorbée par les
tubules par diffusion passive. L’intervalle de référence de |'urée est 2,5-6,6 mmol/l. Les
concentrations plasmatiques indiquent généralement une atteinte de la fonction glomérulaire
mais aussi elles peuvent étre modifiées par une aimentation inadéguate, d’une hémorragie
gastro-intestinale, etc. (Hughes et Jeffer son, 2009)
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I1.2.2.6.Marqueursdel’équilibre homéostatique

» Leglucose

La concentration normale en glucose a jeun est estimeé entre 0.7g /1 a 1.05¢/I. lorsque
le taux du glucose est élevé, il favorise le stockage des molécules énergétiques issues du
métabolisme, tandis que la diminution du taux sanguin du glucose, stimule la libération du
glucagon par les cellules apha du pancréas. Une déficience en ces deux derniers entraine une

diminution ou augmentation du glucose sanguin. (Gaw et al ,2008)
I1.3.Etude detoxicitéin vitro

Les études in vitro, sont menées sur des cellules ou des tissus d origine animale ou
humaine, en dehors de I'organismevivant. Les études invitro livrent une grande quantité
dinformations sur latoxicitéintrinseque d'un produit ou sur son meécanisme
detoxicité cellulaire et moléculaire. De plus, elles offrent de nombreux avantages sur les
études in vivo, car elles sont généralement moins couteuses et peuvent étre réalisées dans des

conditions mieux controlable. (Zurlo, 2000)

I1.3.1.Cytotoxicité

La Cytotoxicité est la propriété qu’a un agent chimigue ou biologique d atéré des
cellules, et provoquée une apoptose. L’ atération des cellules sanguines se traduit par une
hémolyse cdlulaire. (Dausset, 1976)

11.3.1.1.Le systéme hématologique

Le sang est un tissu liquide, circulant a l'intérieur d'un systéme vasculaire clos. |l
assure le transport des cellules spécialisées mais aussi d'édéments dissous:. protéines,
nutriments, hormones, vitamines, minéraux, déchets, médicaments. Le sang est composé de

deux parties, le plasma et les cellules. (Valensi, 2005)
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e Leplasmaet le sérum

La phase liquide du sang, le plasma, est composee d'eau (90 %) et de substances
solubles : protéines (albumine, globulines), glucides, lipides, sels minéraux. Sorti du systéme
vasculaire ou sous l'effet de certains stimuli, le plasma coagule: I'une de ses protéines, le
fibrinogéne, soluble, se transforme en une molécule insoluble; la fibrine et provoque la
coagulation. (Atul et Hoffbrand, 2004)

e Lescelulesdusang

Le sang contient des cellules anucléeées; les hématies (érythrocytes), des cellules
nucléées; les leucocytes (ou globules blancs), des fragments de cytoplasme et les plaquettes
(ou thrombocytes). Leur origine est la médullaire, ils proviennent d'une méme cellule souche

hématopoiétique totipotente. (Stevens et L owe, 1997)
» Leshématies

Les hématies également nommées globules rouges ou érythrocytes, sont des cellules
anucléées, biconcave. Formées dans la moelle osseuse, Leur production est régulée par une
hormone, |’ érythropoiétine. Elle a pour fonction, le transport de I’ oxygene dans I’ organisme.
(Prchal et Gregg, 2005)

» Structure des hématies

L’ érythrocyte se compose d'une membrane, e dun cytoplasme (enzymes et
hémoglobine). La membrane cellulaire, composée dune bicouche lipidique, de
glycoprotéines membranaires, elle assure le maintien de la forme en disque biconcave, et
permet les échanges entre plasma et cytoplasme qui se compose d' eau, d' ions minéraux (K+,
Nat+, Cat+, etc.), de glucose et de deux congtituants essentiels de nature protéque;

I'hémoglobine et I’ ensembl e des enzymes érythrocytaires.

L’ hémoglobine permet le transport de I’ oxygene et du dioxyde de carbone. Elle est
formée par quatre chaines de globine polypeptidique possédant chacune une molécule d’ héme

contenant du fer. (Wajcman, 2005)
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Les enzymes érythrocytaires fournissent I'énergie nécessaire ala survie de |’ hématie. Elles ont
pour réle, le maintien structural et fonctionnel de la membrane érythrocytaire et la protection
de I'hémoglobine de I'oxydation. (Prchal et Gregg, 2005)

11.3.1.2.M écanisme de la Cytotoxicité
11.3.1.2.1.Cytotoxicité directe

Le premier mécanisme de cytotoxicité des cellules du systéme hématol ogique, et plus
exactement les érythrocytes, est I'action directe du xénobiotique ou de I’ un de ces métabolites.
Un des mécanismes de toxicité directe est la mort par apoptose. Dans ce type de mort
cellulaire, la membrane cellulaire reste intacte, par opposition a la nécrose. Parmis les agents
cytotoxiques, les médicament destinés a la chimiothérapie (les agents akylant et les

inhibiteurs de la topoisomérase).

Latoxicité directe peut-étre liée a la production de métabolites toxiques comme le cas
du benzéne, qui se transforme, apres métabolisation dans le foie par le cyt p-450, en
métabolite (hydroguinone) qui est transformée dans la moelle osseuse en radical phénoxyl,

trés réactif, responsable de la destruction des cellules de cette derniére. (Vaubourdolle, 2007)

11.3.1.2.2.Cytotoxicité indirecte (Hémolyse oxydative)

Quand I’ érythrocyte est soumis a un stresse oxydatif sévére par addition d’un produit
oxydant, il en résulte une hémolyse toxique. L’ hémolyse est liée a une lipopéroxydation de la
membrane cellulaire, une oxydation des protéines membranaires et une destruction de la
membrane de |’ érythrocyte. (Vaubourdolle, 2007)
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| . Matérid et méthodes

|.1.Matériel végétal

|.1.1.Collecte du matériel végétal

Les graines fraiches de Nigella damascena ont été importées a partir d'une source
commerciae en France.Une fois réceptionnées, les graines ont été soigneusement nettoyées et
conservées al’ abri de lalumiéere dans un endroit sec. Apres avoir séché al’ étuve pendant 72h

a30°C, les graines ont été gardées dans des récipients fermés avant |'utilisation.
[.1.2.Extraction des alcal oides totaux

L’ extraction a été effectuée a partir de la poudre de graine selon |le protocole décrit par
Ewin (1912).

30 grammes de la poudre fine de la graine est extraite par 250ml d’ éther de pétrole par
macération pendant 72h. L’extrait éhérique est évaporé puis méangé a une solution HCI
(5%). Ce méange subit une délipidation par le chloroforme puis basification par le carbonate
de potassium. Le précipité formeé est finalement extrait par le chloroforme et évaporer, par la
suite, on récupere sur des boites de Pétri (pesees avant et apres) les acaloides totaux. Le

rendement de |'extrait a été calculé par rapport ala masse initiale de la matiéere seche.

Rendement (Rq) = (m/ mi) x 100
e m:massedel’ extrat brut
e mi: massedelamatiére secheinitiale

¢ Ry:rendement massique
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|.2.Matériel animal

Toutes les étapes qui suivent ont été menées conformément aux directives de I'OCDE
(Organisation de Coopération et de Développement Economiques), Guideline-407, adopté le
03 octobre, 2008.

[.2.1.Animaux

Cette étude a été effectuée sur des souris adultes Swiss albinos, blanches méales et

femelles, de poids moyen de 25g, provenant de L’ institut Pasteur d’ Alger.

Les animaux sont identifiés individuellement et distribués aléatoirement sur 04
groupes de 12 souris, noté de G1 jusgu'a G4. Chaque groupe est reparti sur deux cages

contenant 6 males et 6 femelles chagu'une.
Les groupes ont été subdivisés en:

% Groupe témoin positif: recoit le véhicule (eau physiologique + DM SO (10%)).
+»+ Groupe témoin négatif: recoit I’ eau physiol ogique uniguement.

+ Deux groupes tests: recoivent des doses (20 et 100 mg/kg d’ alcal oides totaux).

Les souris ont été retirées 7 jours avant le début de I’ expérience afin qu’ils s habituent
au nouvel environnement du laboratoire (température a 26°C, humidité relative de 45 a 60%),
et aux manipulations (injection d'eau physiologique 0.25ml ip, et au contacte avec le
personnel du laboratoire).Elles ont é&é soumises a un rythme nycthémeéral (12h d'éclairement
et 12h d'obscurité). Les animaux sont nourris avec des granulés provenant de I’'ENAB El-
Kseur, et del'eau de robinet "ad libitum" (Figure 4).La sciure est renouvel ée chague jour pour

assurer une bonne hygiéne aux souris.
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Figure 4: Conditions d'installation des souris au niveau du laboratoire.

|.3.Evaluation dela toxicité des alcaloides totaux in vivo
|.3.1.Choix des doses et voie d’ administration

Les alcaloides totaux ont été solubilisé dans du DM SO-Eau physiologique (1:9 (v/v)),
les groupes tests(G1 et G2) recoivent respectivement : 20mg/kg et 100mg/kg. Chague
semaine, la dose est gustée selon le poids moyens de chagque groupe mée et femelle. Le
groupe témoin positif a regu de I’eau physiologiqgue + DMSO, quant au groupe témoin
négatif, recoit strictement de I’ eau physiol ogique provenant toujours du méme lot.

L’administration des alcaloides, par voie intra péritonéale (Figure 5), a été fate a
heure fixe (9:00 am) durant 28 jours . Le choix de la voie d administration tient compte de la
voie utilisée pour I’emploi thérapeutique et des possibilités de résorption.(M anahan, 2002).
En effet les alcaloides de Nigella damascena sont moins actifs par voie orale (Bekemeier et
al., 1967).

Figure 5: Administration de |’ extrait"a caloides totaux" par voie intra-péritonéale.
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11.3.2.Quivie quotidien et observation comportementale

L’ observation comportementale et I’ examen morphologique des souris, sont tous deux

des paramétres non négligeabl es dans une étude toxicologique.
e Observations comportementales

Les observations sont effectuées quotidiennement sur toutes les souris, d’ un point de
vue comportemental. Elles sont réalisées avant et apres administration de I’ extrait "alcal oides
totaux" de Nigella Damascena. Suivant plusieurs criteres proposés par Mr CHADER,
appliqués au niveau de |I’animalerie du LNCPP d’ Alger, pour les études pré clinique.(Annexe

D)
e Température, Poids et alimentation
La prise de température s’ est faite d’ une fagon hebdomadaire, par voie rectale.

Le poids corporel des souris ainsi que le poids de leurs alimentation est pesé et noté

chaque jour avant I’ administration de I’ extrait, et cela durant toute la période de I’ étude.
|.3.3. Etudes biochimique

Les souris ont été privées de nourriture, mais pas d’eau, le jour qui précede le

sacrifice.

e Prélévement sanguin et analyses biochimiques
Le prélevement sanguin est effectué par décapitation sous anesthésie en utilisant la
ketamine(Figure 6)a |’ aide d' une lame de Bistouri. Le sang a éé récupéré directement dans
des tubes héparinespuis centrifugé a 3000 tours/min, pendant 5 min.Apres avoir recueilli le
serum, des dosages biochimiques cliniques ont été réalisés afin de déterminer un bilan
hépatique (Transaminases. ALT et AST, hilirubine) et rénal (Urée, Créatinine) ainsi que de la
glycémie.
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Figure6: A droite: une souris anesthésiée; A gauche: Prélévement de la kétamine.
|.3.4.Etude histopathologique
e Prélévement d’ organes et fixation

Apres prélévement sanguin, les souris ont été déposées sur une surface plane (Figure
7), et sacrifiées par dislocation cervicale.Les souris sacrifiées sont posées face dorsal contre le
liege; les membres sont étirés et fixés en extension par des épingles piquées obliquement dans

lesmains et les pieds.

Puis on effectue une boutonniere dans la peau de I’abdomen en avant de I’ orifice
urinaire. On y introduit une sonde cannelé en décollant la peau et la coupant avec un scalpd,
la peau est écartée. Une petite incision est pratiquédans la paroi musculaire de I’ abdomen
jusqu’ au sternum. Suite a ¢a, on procede au prélévement des deux organes, rein et foie, et les
isolés afin d' observer des changements macroscopiques et microscopiques. Une fois isolés,

ces organes sont immergés dans une solution de formol 10% pour fixation.

Les étapes qui suivent lafixation : inclusion, coupe et coloration, ont été effectuées au
niveau du laboratoire d’ anatomo-pathologie du CHU de Sétif.

Figure 7: Dissection, prélévement et fixation.
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| .4.Evaluation dela cytotoxicité des alcaloidesin vitro

|.4.1.Etude hémolytique
1.4.1.1.Principe

Le principe de ce test est d'évaluer la lyse des hématiesainsi la libération
d’hémoglobine en présence dune substance toxique. Les hématies qui restent intactes

sédi mentent.

|.4.1.2.1solement des érythrocytes
Protocol expérimentale

Le sang frais, de plusieurs volontaires humain, (qui ne sont sous aucun traitement,
étudiant ou personnel de laboratoire) est prélevé a chague essaie, au niveau de I'infirmerie de

I’université, par laveine du pli du coude directement dans des tubes héparinés.

Apres centrifugation a 3000 rpm durant 10 minute, le surnageant est éiminé et le culot
est lavé trois fois a un méme volume d’ eau physiologique froide. Le culot obtenu au troisieme

lavage forme la totalité des hématies.
| .4.2.Préparation des solutions
e Préparation de lasolution Triton X-100"

Afin d’ évaluer I’hémolyse totale, on a choisi le triton X-100, pour cela, un volume de
0.1 ml detritonX-100 est dilué dans 0.9 ml d’ eau physiologique, et conservé a4°C.

e Préparation de la solution mére d’ acaloide

L’ extrait "alcaloides totaux" de la graines de Nigella damascena, est solubilisé dans du

DM SO a 2% atempérature ambiante, sous agitation énergique.

M e triton X-100 est un détergeant doux qui permet disoler et de purifier les protéines dont
I'activité peut étre ensuite analysée. 1l est utilisépour déstabiliser la membrane érythrocytaire
et de cefait libérer son contenu en hémoglobine.
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| .4.3.Etude de I’hémolyse
Protocol expérimentale

Cetest est évalué selon la méthode de tramer et al en 2012.A partir de la solution mere
a une concentration de 2 mg/ml, une série de tube a a différentes concentrations est
préparée, par dilution avec de I’ eau physiologique, la gamme des concentrations en extrait est
comprise entre 1 et 0.01562 mg/ml.

L’ analyse est réalisée dans 10 tubes. Un volume de 800 ul (eau physiologique, acaloides
totaux (solubilisés dans DM SO a 2%)), est mélangé avec 200ul du culot érythrocytaire;

e Untémoin négatif est préparé avec du DM SO(2%) et de |’ eau physiologique.
e Untémoin positif estpréparéavec de |’ eau physiologique et du triton X.

¢ Une gamme de concentration en alcaloides comprise entre 1 et 0.01562 mg/ml .

Les tubes sont incubés pendant 30min a 37°C puis centrifugé a 9000g pendant 5
min,le dégrée d’ hémolyse est déterminé en mesurant |’ absorbance de I’ hémoglobine a 415 nm

avec un spectrophotometre UV visible de type analytica.
|.4.4.0Observation microscopique

Pour identifier d’ éventuels effets toxiques ou autre changements morphol ogiques,que
les alcaloides totaux de Nigella damascena pourrait exercer sur les globules rouges, des frottis
sont réalisés a concentrations différentes d’ extrait et observés sous microscope optique a
différents grossissements,

> unedose a125ul/mi
» une dose a 1000ul/mi
|.4.5.Analyse statistique

Les données obtenues ont été andysé dSatistiquement en utilisant le test
ANOVA/MANOVA pour les comparaisons multiples. Les valeurs de p<0.05 sont considérées
statistiquement significatives.
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I1.1. Matériel végétal
[1.1.1. Rendement d’extraction

Le taux d’extraction des al caloidesde Nigella damascena a été calculé par rapport ala
masse de la poudre initiale et représente 0,1%. En Effet, Mohan (1960), rapporte quela
damascenine, |’ alcaloide majoritaire de la graine de Nigella damascena, représente prés de 0.1
a 0.7 % du poids de la graine. Notre rendement est approximativement dans I’ intervalle des
concentrations citées par cet auteur. Toutefois, le rendement semble étre lié a plusieurs
paraméetres: aux propriétés génétiques des graines ains qu’'a |’ origine géographique, aux
conditions et ala durée de stockage, de la récolte, aux solvants utilisés ainsi qu’ aux méthodes
d extraction appliquées.

I1.2. Toxicité sub-chronique
I1.2.1. Parameétres physiques
11.2.1.1. Evolution du poids cor poré€

Les résultats de I’ évolution du poids corporel aprés traitement sub-chronique par voie
intrapéritonéale des alcaloides de Nigdlla damascena pendant 28 jours des groupes traités
(véhicule : DM SO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’ acaloides totaux) sont représentées sur la
figure 8. Aucune variation significative n’a été observée pour les groupes traités par rapport

aux groupes témoins (recevant |’ eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 8:Variation du poids corporel des différents groupes au cours de I'évaluation de la toxicité sub-
chronique. (FT- et MT-: Omg/kg recoivent |’eau physiologique; FT+ et MT+ : recoivent 10% de DM SO-Eau
physiologique (v/v); F20 et M20: 20mg/K g ; F100 et M100: 100mg/Kg d’ Alc T. Les données sont exprimées par
moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif'; (n = 6)).
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11.2.1.2.Evolution dela prise alimentaire

Les résultats de I’ évolution de la prise alimentaire aprés traitement sub-chronique par
voie intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena pendant 28 jours des groupes
traités (véhicule : DM SO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’ alcaloides totaux) sont représentés
sur lafigure 9. La prise alimentaire est plus importante chez les méales que chez les femelles
mais aucune variation significative n’a été observée pour les groupes traités par rapport aux

groupes témoins (recevant I’ eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 9 :L’évolution de la prise alimentaire des différents groupes traités et témoin dans les conditions de la
toxicité sub-chronique par doses (FT- et MT-: Omg/kg recoivent I'eau physiologique; FT+ et MT+ : regoivent
10% de DMSO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T. Les

données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif ; (n = 6)).
11.2.1.3. Evolution de latempérature corporelle centrale (température rectale)

Les résultats de I’ évolution de la température corporelle centrale,prise par voie rectale
apres traitement sub-chronique par voie intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena
pendant 28 jours des groupes traités (véhicule: DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg
d’ alcaloides totaux) sont représentés sur la figure 10. Ces valeurs sont dans I'intervalle de
normalité qui varie entre 36 et 39 °C chez les sourisAucune variation significative n’a été
observée pour les groupes traités par rapport aux groupes témoins (recevant |’eau

physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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FigurelO: Variation de latempérature corporelle centrale prise par voie rectale des différents groupes traités au
cours de I’ évaluation de la toxicité sub-chronique. (FT- et MT- : Omg/kg recoivent |’ eau physiologique; FT+ et
MT+ : recoivent 10% de DM SO-Eau physiologique (v/v); F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg
d’Alc T. Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat

significatif ; (n = 6)).

[1.2.2. Parametres biochimiques
[1.2.2.1. Parameétres hépatiques

Les résultats du dosage de la hilirubine et des transaminases ALT et AST aprés
traitement sub-chronique par voie intrapéritonidle des acaoides de Nigella damascena
pendant 28 jours des groupes traités (véhicule: DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg
d alcaloides totaux) sont représentées sur la figurell. Aucune variation significative n’a été
observée pour les groupes traités par rapport aux groupes témoins (recevant |’eau
physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 11 :Dosage des transaminases ALT et AST et de la bilirubine des différents groupes traités et témoin
dans les conditions de la toxicité sub-chronique traité par des doses (FT- et MT-: Omg/kg regoivent |'eau
physiologique; FT+ et MT+ : recoivent 10% de DM SO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg ; F100
et M100: 100mg/Kg d’Alc T. Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré
comme résultat significatif ; (n = 6)).

[1.2.2.2. Parametres néphrétiques

Les résultats du dosage de la créatinine et de I’ urée apres traitement sub-chronique par
voie intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena pendant 28 jours des groupes
traités (véhicule : DM SO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’ al cal oides totaux) sont représentées
sur la figure 12Aucune variation significative n’'a été observée pour les groupes traités par

rapport aux groupes témoins (recevant I’ eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 12: Dosage de la créatinine et de I’ urée des différents groupes traités et témoin dans les conditions de la
toxicité sub-chronique par des doses (FT- et MT-: Omg/kg recoivent I'eau physiologique; FT+ et MT+:
recoivent 10% de DM SO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T.

Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif ; (n =

6)).

11.2.2.3. Parameétres d’ équilibre homéostatique

Les résultats du dosage du glucose (glycémie) aprés traitement sub-chronique par voie
intrapéritonéale des alcaloides de Nigella damascena pendant 28 jours des groupes traités
(véhicule: DM SO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’ acaloides totaux) sont représentées sur la
figure 13. La glycémie est plus importante chez les femelles que chez les méles, mais aucune
variation significative n’a été observée pour les groupes traités par rapport aux groupes

témoins (recevant I’ eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 13: Dosage du glucose (glycémie) des différents groupes traités et témoin dans les conditions de la
toxicité sub-chronique par des doses (FT- et MT-: Omg/kg recoivent I'eau physiologique; FT+ et MT+:
recoivent 10% de DM SO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T.

Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif ; (n =

6)).
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11.2.3. Examen histopathologique
[1.2.3.1. Poidsfinal desorganesinternes (Foieet reins)

Les résultats du poids final des organes apres traitement sub-chronique par voie
intrapéritonéale des alcaloides de Nigdlla damascena pendant 28 jours des groupes traités
(véhicule : DMSO (10%), 20mg/kg et 100mg/kg d’ acaloides totaux) sont représentées sur la
figure 14. Aucune variation significative n’a été observée pour les groupes traités par rapport

aux groupes témoins (recevant |’ eau physiologique) pour les deux sexes(P > 0.05).
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Figure 14 :Poids des organes internes (Foie et reins) des différents groupes traités et témoins dans les conditions
de la toxicité sub-chronique par doses (FT- et MT-: Omg/kg recoivent |’eau physiologique; FT+ et MT+:
recoivent 10% de DM SO-Eau physiologique (v/v) ; F20 et M20: 20mg/Kg ; F100 et M100: 100mg/Kg d’Alc T.

Les données sont exprimées par moyenne + écart-type (P <0.05 est considéré comme résultat significatif ; (n =

6)).
11.2.3.2. Histologie hépatique

La figure 15montre une micrographie optique (GX40) du parenchyme hépatique des

souris des deux sexes de tous les groupes traités et témoins.

Sur ces coupes histologiques le foie présente une structure typique normale. Le foie est
entouré par une couche de tissu conjonctif (la capsule de Glisson). Cette capsule entoure le
parenchyme hépatique, qui a une organisation polygonale formée de plusieurs lobes
hépatiques, qui sont séparés les uns des autres par du tissu conjonctif. Chaque lobe est
constitué d’ hépatocytes, disposees en anastomoses. Dans | e centre du |obe hépatique se trouve
la veine Centro-lobulaire, qui recoit le sang a partir du parenchyme hépatique. Les
hépatocytes sont des cellules de forme polygonale.
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Figure 15 : Micrographie du parenchyme hépatique des souris des deux sexes des groupes traités (Témoin : Eau
physiologique : G(M), H(F) ; véhicule : DM SO (10%) : E(M), F(F), 20mg/kg: C(M), D(F) et 100mg/kg A(M),
B(F) d’'acaloides totaux) (Gx40). M : méles; F : femelles.
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11.2.3.3. Histologie rénale

La figure 16 montre une micrographie optique (GX40) du parenchyme réna des

souris des deux sexes de tous les groupes traités et témoins.

Sur ces coupes histologiques le rein présente une structure typique normale. Le
parenchyme rénalest entouré d’ une capsule fibreuse appelée cortex. On distingue deux zones
principales au niveau du rein : une croute externe (cortex rénale) et une medullaire
interne.Lecortex rénal comprend un parenchyme compose de différents tubules, au milieu de
ces tubes sont observés les corpuscules rénaux composés de capsules de Bowman et
de glomérules. La médullaire rénal est d' un aspect strié. Elle est constituée de pyramides de
Malpighi. Elle contient la plus grande partie du tube urinifére, notamment les anses de Henlé

et les canaux collecteurs, ainsi que les vaisseaux sanguins et lymphatiques.

Cellulesde
parenchyme
rénal

Glomérule
rénal

\
Capsulede — Q

Bowman
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Figure 16: Micrographie du parenchyme rénal des souris des deux sexes des groupes traités (Témoin: Eau
physiologique : O(M), P(F) ; véhicule: DMSO (10%) : M(M), N(F), 20mg/kg: K(M), L(F) et 100mg/kg (M),
J(F) d’alcaloides totaux) (Gx40). M : males; F: femelles.

[1.3. Etudein vitro dela cytotoxicité érythrocytaire
11.3.1. Dosage de |I’hémoglobine et pour centage d’ hémolyse

Les observations faites au cours de notre évauation révelent que 1000 ug d alcaloides
totaux pendant un temps d’incubation de 30min est une dose qui n’affecte pas I'intégrité
cellulaire. D’ailleurs, les résultats obtenus en calculant le pourcentage d’ hémolyse ainsi que
par dosage spectrophotométrique de |I” hémoglobine déversée par les érythrocytes au cours du
processus hémol ytique ne montrent aucune différence d’ absorbance significative (Figure 17)
par rapport au témoin (P > 0.05). Le plus grand pourcentage d’ hémolyse a été obtenu en présence de
1000ug d' acaloides totaux, qui est représenté par 5,54% d’hémolyse avec 5,72% de celui du control
(Figure 17).
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Figure 17: Pourcentage d’ hémolyse érythrocytaire en présence et en absence des différentes concentrations
d’alcaloides et du Triton X-100 (P > 0.05).

I1.3. 2. Observation microscopique

Les observations par microscopie optique ne révelent aucun signe d affection
morphologique des cellules érythrocytaires. Les frottis sanguins observés a grossissement
X40 (Figure 18) montrent que les membranes cellulaires sont intactes aussi bien au niveau du
control qu’en présence des différentes concentrations d’ alcaloides contrairement a celui en
présence du Triton-X ou le nombre d’ érythrocytes a diminuer et les membranes parai ssent

affectées.
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B

Figure 18 : Images par Microscopie optique de la morphologie érythrocytaire en absence et en présence des
alcaloides totaux de la graine de Nigella damascena. (A) Cellules control positif ; (B)Cellules control négatif;
(C) Célulesincubées avec 125 pug/ml ; (D) Cellules incubées avec 1000 pg/ml (Gx40).

I1.4. Discussion générale

L’ exposition aux drogues ou aux composes chimiques résultant de la toxicité se
manifeste au niveau des organes spécifiques, connus par les organes cibles de latoxicité. Les
facteurs qui contribuent a la susceptibilité d'un organe a la toxicité incluent, la
pharmacocinétique, le métabolisme des drogues ou des composés chimiques, et |a capacitéde
réponse d un organe a des composés toxiques. Les tests de toxicité permettent non seulement
une compréhension  des meécanismes de la toxicité mais nous informent aussi sur la
potentielle dangerosité de ces substances sur la santé de I’'Homme. Ce travail a pour but de
réaliser un profil toxicologique in vivo et in vitro des acal oides de Nigella damascena.

Afin de déceler un ou plusieurs signes de toxicité probable, le comportement des
souris des différents groupes expérimentaux ont été suivie chague jour avant et apres injection
en suivant les signes de toxicité cités en annexe recommandés par le LNCPP mais aucun de

ces signes N’ a été décelé.

Généeralement, les atérations du poids corporel et des organes internes, la prise
alimentaire ainsi que la température centrale des souris reflétent une toxicité apres exposition
aux agents toxiques .Notre éude montre gu’ aucune variation significative (P > 0.05) de I’un
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de ces paramétres n’a été observée pour les groupes traités par rapport au groupe témoinpour

les deux sexes qui marque probablement une intégrité structurale et/ou fonctionnelle normale.

Contrairement aux travaux d’Azadeh et al (2013), sur la toxicité sub-chronique de la
mitraginine, un alcaloide extrait a partir de Mitragynaspeciosapendant 28 jours, qui montrent
gu’il y'a une diminution des poids des femelles ainsi que la prise aimentaire a une dose de
100 mg/Kg/jour.

Le foie est la premiére cible des substances absorbées au niveau de I'intestin.
L’ éévation des taux des transaminases ALT et AST ains que de la bilirubine est un
indicateur des fonctions hépatiques (Martin et al., 1981). L’ALT est une enzyme qui se
trouve & une concentration éevée au niveau du cytoplasme hépatique, et I’augmentation
serique du taux de cette enzyme refléte des dommages hépatocellulaire (Tennekoon et al.,
1991). Cependant I’AST est une enzyme non spécifique, qui se trouve également dans
d autres cellules telles que les cellules cardiague, musculaire et sanguine (Nyblom et al.,
2002). De ce fait, I'AST est un indicateur hépatique moins spécifique que I'ALT. La
bilirubine est utilisee comme marqueur hépatique, car son taux éevé dans le corps suggere

une anomalie hépatique (Hughes et Jeffer son, 2009).

L e dosage des parametres hépatiques a savoir, les transaminases ALT et AST ainsi que
de la bilirubine montre qu’aucune altération n'a affecté les taux de ces paramétres pour
lesgroupes traités par rapport aux groupes témoins pour les deux sexes(P > 0.05). Nos

résultats marquent donc une fonction hépatique normale.

Les cellules rénales sont exposées a des concentrations plus éevées en toxigue vue
gu’ elles assurent le processus de filtration des déchets sanguins. La fonction rénae est
appréciée par le dosage de la créatinine et de I'urée sériques. La créatinineest lemarqueur
biochimique le plus fiable de la fonction glomérulaire. Elle est |e produit final du catabolisme
de la créatine et sa concentration plasmatique est relative a la masse musculaire (Hughes et
Jeffer son, 2009).

Notre étude montre qu’ aucune altération n’a affecté les taux de la créatinine et de
I’ urée des groupes traités par rapport aux groupes témoins pour les deux sexes(P > 0.05). Nos

résultats marquent donc une fonction rénale normale.

Les résultats de notre évaluation biochimique sont comparables aux travaux de Marcelo et al

(2009) sur la toxicité sub-chronique del’acaloide p-synephrinea une dose de 30 et de 300
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mg/Kg/jour pendant 28 jours, qui montrent que le dosage des paramétres biochimiques, AST,
ALT et créatinine ne présentent pas de différence significative par rapport aux témoins.Par
contre, d’Azadeh et al (2013) ont constaté une augmentation significative d’ AST, d'ALT,
créatinine et urée lors de I’ étude de la toxicité sub-chronique de la mitraginine, un alcaloide

extrait a partir de Mitragynaspeciosaa des doses de 1, 10,100 mg/Kg/jour pendant 28 jours.

L’ étude histopathologique faite sur le foie et les reins montre non seulement un aspect
morphologique normal mais auss une structure histologique typique normale duparenchyme
hépatique et réna des souris traitées et témoins des deux sexes.Ces résultats sont similaires
aux travaux de Marcelo et al (2009) sur la toxicité sub-chronique de p-synephrinea une dose
de 30 et de 300 mg/Kg/jour pendant 28 jours, qui ne démontre aucun changement des poids

des organes ni altérations histol ogiques.

Les résultats histopathol ogique apportent donc un appuie corrélatif avec les résultats
de I’analyse biochimique, ce qui confirme que les souris sont saines et ne présentent aucune
anomalie hépatique et rénale.

Le pourcentage d’hémolyse observé avec une concentration élevée telle que 1000ug
n'a presque aucun effet (P > 0.05). Les observations microscopiques ains que le taux
d’ hémolyse sont en parfaite corrélation, car aucun effet sur la morphologie érythrocytaire n’a
été détecté. On constate donc gque nos alcaloides sont loin d' étre toxique. Ces résultats sont
comparables a ceux de Lin et al (1998) qui ont démontré que la berbérine, un alcaloide de
Coptis chinensis ne provogue pas d hémolyse. De méme Bribi et al (2013) ont démontré que
1000ug d' alcaloides de Fumaria capréolata n’ ont aucun effet sur I’ hémolyse.
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Conclusion et perspectives

Nigella damascena est connue par ses effets bénéfiques et son utilisation

traditionnelle pour plusieurs vertus thérapeutiques.

L’ étude dela toxicité sub-chronique des alcaloides de Nigella damascena sur des
souris Swiss albinos, avec deux dose; 20 et 100 mg/kg, n’a révélé aucune toxicité, suite a
I’étude comportementale et des paramétres physiologiques (I’évolution du poids et la
température), au dosage des parametres biochimiques (les transaminases AST/ALT,

bilirubine, urée, créatinine, et glucose) et al’ éude histopathol ogique du foie et desreins.

La juxtaposition des différents résultats du bilan hépatique, néphrétique et ceux de
I’ étude histopathologique, indique que I’ administration par voie ip des alcaloides des graines
de Nigella damascena pendant 28 jours a des doses de 20 et 100 mg/Kg/jour, ne présente pas

d’ effet toxique sur les deux organes étudiés.

L’ éude in vitro de la cytotoxicité, sur des érythrocytes humains, des alcaloides de
Nigella damascena, a des doses qui varient de 1 a 0.01562mg/ml, n’a pas révélée aucune

toxicité, ce qui setraduit par une absence d hémolyse.

En plus de I’ éude de la toxicité sub-chronique et de la cytotoxicité réalisée, il serai
trés important en perspectives, d éablir un profile toxicologique complet des acaoides de
cette plante, a savoir I’ é&ude de latoxicité chronique afin d’ évaluer satoxicité along terme, et

de voir ses effets toxiques -s'ils ont existent- al’ échelle cellulaire et moléculaire.



Annexe

Annexe 1. Test comportementales établie par le Dr CHADER, de I’Institut nationale de

contréle des produits pharmaceuti ques.

Observation comportementale

Dansla cage A la manipulation Réflexes
- fermeture palpébrale - facilité d’ enlevement dela | - al’approche
- mouvement clonique cage - touché
- mouvement tonique - réactivité au maniement - claquement

- larmoiement

- fermeture palpébrale
- pilo-érection

- exophtalmie

- sdlivation

- pincement de la queue
- occulo-palpébrale

- redressement

Observation comportementale

Réponse autonome Activité motrice Systéme nerveux Centrale
- miction - tétanie - queueen S
- défécation - reflexe De Redressement - tremblement
- contorsion(courbure) - agressivité
- convulsion

- excitation et hyperactivité
- stéréotypie
- démangeaison

)



Résumé&

Nigella damascena est une plante annuelle herbacée, utilisée en phytothérapie oriental
pour le traitement des affections catarrhales, |'aménorrhée et comme diurétique, les graines
réduites en poudre sont utilisées comme sternutatoire. Aucune éude systématique de la
toxicité potentielle des alcaloides de cette plante n’ a é&é menée. Cette étude vise a déterminer
le profil de toxicité des alcaloides de I'extrait des graines de Nigella damascena chez la souris.
Dans |'étude de toxicité sub-chronique, un total de 48 souris adultes suisses albinos méles et
femelles ont été utilisés. Aucune mortalité ou comportement anormal n'a été observé. Dans
I'étude de la toxicité sub-chronique avec deux doses 20 et 100mg/kg, aucune différence
significative n'a été observée concernant les parametres biochimiques; le glucose, la
bilirubine, I’ aspartate aminotransférase (AST), |'danine aminotransférase (ALT), l'urée, la
créatinine. De la méme maniére, aucunes modifications histopathologiques n'ont été
observées dans les reins et les structures du foie. D'autre part, I'éude de la cytotoxicité des
érythrocytes, en utilisant deux concentrations (125 et 1000 pg / ml) d'acaloides totaux, n'a

révélé aucun hémolyse.

Motsclés: Nigella damascena, acaloides, toxicité sub-chronique, cytotoxicité.

Summary:

Nigella damascena is an herbaceous annual plant used in oriental herbal medicine for
the treatment of catarrhal affections, amenorrhea and as a diuretic; powdered seeds are used as
sternutatory. No systematic study of the potential toxicity of the plant alkaloids has been
described. This study aimed to determine the toxicity profile of seed alkaloids extract from
Nigella damascena in mice. In sub-chronic toxicity study, atotal of 48 adult male and female
Swiss ahbino mice were used. No mortality or abnormal behavior was observed. In sub-
chronic toxicity study when working at 20 and 100mg/kg respectively, no significant
differences were observed concerning glucose, bilirubine, aspartate transaminase (AST),
aanine aminotransferase (ALT), urea, creatinine, parameters. In the same manner, no
histopathological aterations had been observed in the kidney and liver structures. On the
other hand, the study of erythrocyte cytotoxicity, using two concentrations (125 and 1000ug/
ml) of total alkaloids, has revealed no hemolysis.

Keywords: Nigella damascena, alkaloids, sub-chronic toxicity, cytotoxicity.
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