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Résumé

L’ objectif de cette étude est d’évaluer d’une part, les modifications induites par le Nickel
selon différentes approches expérimentales : neurocomportementales, biochimiques et histologique
chez des jeunes rats d’autre part, I’efficacité de I’huile essentielle de Haloxylon artéculatum
(HEHa) et Thymélaea hirsuta (HETh) a rétablir ou non les effets nefastes du métal étudié par
une injection intrapéritonéale de 0,1 ml HEHa et ou HETh/kg/j durant une période de 21 jours.
L’extraction de HE de Haloxylon artéculatum et HE de Thymélaea hirsuta par hydrodistillation
nous a permis d’obtenir une HEHa avec un rendement de 0,11% et HETh avec un rendement de
0,31%. La caractérisation de ces I’huiles essentielles par CPG-SM indique que les composants
majeurs de I’huile HEHa sont : Thymol (14,19%), Alphaterpinéne (11,02), B -E-Ocimeéne (9,64),
1,8-Cineole (8,69), Oleuropine (5,17%), Linalol (5,12%), Delta -3- Carene (4,12). L’activité
antioxydante de ’HEHa confectionnée in vitro a montré un pouvoir de piégeage du radical libre
DPPH avec une IC 50 de I’ordre de 15,06 = 1,45 pg/ml. Méme constat pour la Themylaea hirusta
(HETh) qui présente une activité antioxydante (1C50= 7,83+0,307 pg/ml). L’exposition chronique
au Nickel a une concentration de 2g/l des rats, a permis d’observer une baisse du poids corporels
et cérébral comparé a ceux des témoins . Les résultats relatifs aux tests de comportement plus
précisément ceux de la dépression (froced swimming test), de 1’anxiété, le test du compartiment
sombre/ clair, Open field et de la mémoire spatiale, dévoilent clairement que 1’intoxication au Ni
provoque des troubles neurocomportementaux se traduisant par une hypoactivité locomotrice et
une réduction du comportement d’exploration du milieu qui refléte 1’instauration d’un état des
stress, anxiété et dépression. Cette intoxication au Ni a révélé également une perturbation des
différents parametres biochimiques notamment les biomarqueurs rénaux, hépatiques et lipidique.
En effet, I’¢tude histologique a montrée des Iésions trés marquées au niveau des différents tissus :
rénales et hépatiques. Par ailleurs, I’administration de HEHa et HETh ont permis d’enregistrer un
regain du poids corporels et cérébral des rats comparé aux rats intoxiqués. De plus, I'utilisation des
différentes techniques relatives aux tests de comportements : le test de la nage forcée (FST), le le
test du compartiment sombre/ clair (dark and light), test de la piscine de Morris et 1’Open field
dévoilent clairement que HEHa et HETh corrigent 1’état dépressif, 1’anxiété et hypoactivité
locomotrice respectivement observé chez les rats exposer au Ni. Les résultats des dosages
biochimiques rénaux (urée, créatinine) et hépatique (TGO, TGP, Bilirubine totale), cholestérol
totale et triglycéride montrent une correction des valeurs suite a I’administration de HEHa et HETh
comparativement a avec ceux des animaux intoxiqués. L’analyse du statut antioxydant au niveau
érythrocytaire indique que HEHa et HETh a rétablit I’activité des différentes enzymes antioxydants
(SOD, CAT, GSH-Px) chez les rats intoxiqués et traités par HEHa ou HETh. En effets, I’étude
histologique entreprise a illustrée une nette amélioration de 1’architecture tissulaire principalement
rénale et hépatique chez les rats intoxiqué et traité par HEHa ou HETh ce qui justifie la grande
importance du Haloxylon artéculatum et Thymélaea hirsuta dans la médecine traditionnelle et ces
vertus thérapeutiques.

Mots clés : Nickel, Haloxylon artéculatum Boiss, Thymélaea hirsuta, I’huile essentielle Cerveau,
Foie, Rein.



Summary

The objective of this study is to evaluate on the one hand, the modifications induced by nickel
according to different experimental approaches: neurobehavioural, biochemical and histological in
young rats on the other hand, the effectiveness of the essential oil of Haloxylon arteculatum (EOHa)
and Thymélaea hirsuta (EOTh) to restore or not the harmful effects of the metal studied by an
intraperitoneal injection of 0.1 ml EOHa and or EOTh / kg / d for a period of 21 days. The
extraction of EO from Haloxylon arteculatum and EO from Thymelaea hirsuta by hydrodistillation
allowed us to obtain a EOHa with a yield of 0.11% and EOTh with a yield of 0.31%. The
characterization of these essential oils by CPG-SM indicates that the major components of EOHa
oil are: Thymol (14.19%), Alphaterpinene (11.02), i -E-Ocimene (9.64), 1,8-Cineole (8.69),
Oleuropine (5.17%), Linalool (5.12%), Delta -3- Carene (4.12). The antioxidant activity of HEHa
made in vitro showed a scavenging power for the free radical DPPH with an IC 50 of the order of
15.06 £ 1.45 pg / ml. Same observation for Themylaea hirusta (EOTh) which exhibits antioxidant
activity (IC50 = 7.83 + 0.307 pg / ml). Chronic exposure to nickel at a concentration of 2g / | in
rats, observed a decrease in body and brain weights compared to those of controls. The results
relating to behavioral tests, more specifically those of depression (froced swimming test), anxiety,
open field and spatial memory, clearly reveal that Ni poisoning causes neurobehavioural disorders
resulting in locomotor hypoactivity. and a reduction in environmental exploration behavior which
reflects the onset of stress, anxiety and depression. This Ni intoxication also revealed a disruption of
the various biochemical parameters, in particular the renal, hepatic and lipid biomarkers. In fact, the
histological study showed very marked lesions in different tissues: kidney and liver. In addition,
administration of EOHa and EOTh resulted in increased body and brain weights in rats compared to
poisoned rats. In addition, the use of different techniques relating to behavioral tests: the forced
swimming test (FST), the dark/light compartment test (dark and light), Morris pool test and the
Open field clearly reveal that EOHa and EOTh correct the depressive state, anxiety and locomotor
hypoactivity respectively observed in rats exposed to Ni. The results of the renal (urea, creatinine)
and hepatic (TGO, TGP, total bilirubin total), cholesterol and triglyceride) biochemical assays show
a correction of the values following the administration of EOHa and EOTh compared to those of
intoxicated animals. Analysis of antioxidant status at the erythrocyte level indicates that HEHa and
EOTh a restored the activity of various antioxidant enzymes (SOD, CAT, GSH-Px) in poisoned rats
treated with EOHa or EOTh. In effect, the histological study undertaken has illustrated a marked
improvement in the tissue architecture, mainly renal and hepatic, in rats poisoned and treated with
EOHa or EOTh, which justifies the great importance of Haloxylon arteculatum and Thymélaea
hirsuta in traditional medicine and these therapeutic virtues.

Keywords: Nickel, Haloxylon artéculatum Boiss, Thymelaea hirsuta, essential oil, Brain, Liver,

Kidney
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Introduction

Introduction
Les métaux lourds sont présents naturellement dans I’environnement et sont utilisés
industriellement. Cependant, a des concentrations plus élevées que la normale, ils peuvent entrainer
des nuisances plus ou moins graves pour 1’étre humain, la faune et la flore (Achour et al., 2014).

Parmi ces métaux lourds en évoquera I’exemple du nickel

Le nickel comme étant un des métaux lourds est un polluant environnemental ubiquitaire.
Parmi ses effets délétéres, des études ont montré qu'il entraine une peroxydation lipidique, qui serait
en relation avec la production de radicaux hydroxyles. 11 peut ainsi altérer le statut antioxydant de la
cellule (Hfaiedh et al., 2004 ; Das et al., 2008).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces
composés, on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout

illustrés en thérapeutique (Habibtani, 2005).

Par ailleurs, I’'importance clinique des thérapeutiques a base de plantes (phytothérapie) a
recu une intention considérable ces derniers temps car elles présentent une riche source de

médicaments et produisent une foule de molécules bioactives (Small et Catling, 2000).

La flore Algérienne avec ses 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques dont
15% endémiques (Quezel et Santa, 1962), reste trés peu explorée sur le plan phytochimique comme
sur le plan pharmacologique. C’est ce qui nous a encouragés a entreprendre ce travail a la recherche

de nouvelles molécules a activité biologique potentielle.

Haloxylon articulatum Boiss est une plante appartenant a la famille des Chenopodiaceae,
est employé dans la médecine traditionnelle pour traiter les troubles dela vue (Boukef, 1986) ; on
rapporte aussi que I’extrait aqueux de cette plante présente une activité anticancéreuse, et larvicide
(Sathiyamoorthy et al., 1999).

Thymelaea hirsuta communément appelé 'Methnane' en Algérie, Est un arbuste a feuilles
persistantes appartenant a la famille des plantes a fleurs " Thymelaeaceae ", Cette plante est utilisée
en médecine populaire comme antidiabétique (Bnouhamet al., 2007) , Purgatif pour traiter la
maladie du rhume commun en médecine vétérinaire, L'hypertension et comme un antiseptique
(Kawano et al., 2007).

A la lumiére de ces données, La présente étude a été vise sur la recherche de 1’effet de 1’huile

essentielle de ces deux plantes Thymeélaea Hirsuta et Haloxylon articulatum boiss chez des rats
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intoxiqués par le nickel. A ce titre, nous envisageons d’entreprendre une série d’expériences qui
porteront sur :

1- La premicre série d’expériences porte sur 1’extraction, et la détermination de la

composition chimique de I’huile essentielle de ces deux plantes par CPG /SM.

2- La deuxiéme série d’expériences porteront sur 1’évaluation des effets préventif de ces deux
plantes étudiées chez des rats wistar intoxiqués au nickel par I’exploration du fonctionnement de
différents organes (foie, rein, et cerveau) selon :

- une approche neurocomportementale comporte quatre tests a savoir : le test de dépression, open
field, test de la mémoire spatiale et test d’anxiété.

- Une approche enzymatique du statut oxydatif au niveau érythrocytaire.

-Une approche biochimique, dans laquelle nous effectuerons les dosages de différents parametres de
fonctionnement des organes (rein et foie).

-Une approche histologique des organes : Foie et Rein



Chapitre 1 :
Le Nickel




CHAPITRE 1: le nickel

1. Le Nickel :
1.1. Introduction

Le nickel, découvert et nommeé par Cronstedt en 1751, est le 24e élément par ordre d'abondance
naturelle dans la crodte terrestre. 1l est largement répandu dans I'environnement. Les sources
naturelles de nickel atmosphérique comprennent les poussieres provenant des emissions
volcaniques et l'altération des roches et des sols. Les sources naturelles de nickel aqueux
proviennent des cycles biologiques et de la solubilisation des composés du nickel des sols. L'apport
mondial de nickel dans I'environnement humain est d'environ 150 000 tonnes métriques par an a
partir de sources naturelles et de 180 000 tonnes métriques par an a partir de sources anthropiques, y
compris les émissions provenant de la consommation de combustibles fossiles et de la production

industrielle, l'utilisation et I'élimination des composés et alliages de nickel (IARC., 1990).

En plus le nickel est un métal essentiel sur le plan nutritionnel pour plusieurs especes animales,
micro-organismes ainsi que des plantes. Bien qu'un certain nombre d'effets cellulaires et notamment

toxiques du Ni ont été mis en ceuvre (Scott- ordsmand, 1997 ; Diagomanolin et al., 2004).
La toxicité induite par le nickel suite a son exposition par inhalation a pu étre a

I’origine des effets toxiques au niveau respiratoire et immunitaire d’une part. d’autre part, le sinus,
le systéme immunitaire et la peau, sont des voies importantes d’exposition au Ni (Haber et al.,

2000 ; Lightfoot et al., 2010).

1.2. L’identité :

Le nickel est un métal blanc argenté qui prend un poli élevé. C'est un métal de transition, dur et
ductile. Il se produit le plus souvent en combinaison avec du soufre et du fer dans la pentlandite,
avec du soufre dans la millerite, avec de I'arsenic dans la nickeline minérale, et avec de I'arsenic et
du soufre dans le nickel (Nestle et al., 2002). Est l'un des cinq éléments ferromagnétiques. Le
nickel est également un matériau naturellement magnétostrictif, ce qui signifie qu'en présence d'un
champ magnétique, le matériau subit une petite variation de longueur (Hathaway et Clark , 1993).
Il est utilisé dans une grande variété de procédés metallurgiques tels que la galvanoplastie et la
production d'alliages ainsi que dans les batteries nickel-cadmium. Il existe des preuves suggérant

que le nickel peut étre un oligo-élément essentiel pour les mammiféres (Goyer, 1991).
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1.3. Les propriétés physico-chimiques:

Le Nickel (Ni) est le 24 élément abondant dans la croGte terrestre qui peut naturellement exister
sous diverses formes minérales (Cempel et Nikel, 2006), C’est un métal brillant argenté-blanc;
structure cristalline cubique a face centrées; ductile; ferromagnétique, insoluble dans 1’eau, se
dissout en acide nitrique dilué, 1égérement soluble dans la HCL dilué et le H2SO4 insoluble dans la
solution ammoniacale (Pradyot, 2003). Cet élément naturel représente cing isotopes stables; dix-

neuf autres isotopes instables (Cempel et Nikel, 2006).
Les propriétés physiques du nickel sont données dans le tableau 01 suivant :

Tableau 01 : Les propriétés physiques du nickel d’aprés (Cotton et Wilkinson, 1988; Nieboer et
al., 1992).

Symbole chimique Ni

Numéro atomique 28

Masse atomique 58.71

Structure cristalline

Cubique a face centrée (a= 0.352 nm)

Densité (a4 20°C) 8.908 g/cm3
Température de fusion 1,452°C
Température d’ébullition 2,732°C

Résistivité électrique a 20°C

6.97 microhm-cm

Conductibilité thermique & 0-100 °C | 30.9 W/(m.K)
Configuration électronique [2.8.8] 3d84s2
Isotopes de 56 a 66

Ce métal appartient, comme le fer, le cobalt, le cuivre et le zinc a la classe des métaux de

transition. Il présente deux états principaux d’oxydation correspondant aux especes
ioniques Ni+2 et Ni+3 (Denkhaus et Salnokow, 2002).

Il est inaltérable a l'air sec, a la température ordinaire. A I'air humide, il subit une trés faible
altération superficielle qui le colore en jaune pile. A température élevée, il prend diverses
colorations, comme l'acier, et s'oxyde lentement, en se recouvrant d'oxyde de couleur verdatre. En

le maintenant longtemps au rouge, il se transforme en une masse brune cassante qui constitue. Le
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nickel obtenu par réduction de lI'oxyde, par I'hydrogene a 2400, est pyrophorique, et brdle dans l'air

a la température ordinaire, mais avec fort peu d'éclat (Henri et Louvrard, 1945).

Le nickel présente une toxicité chimique reconnue : allergies cutanées, fibroses pulmonaires,

Une cardiotoxicité et une néphrotoxicité (Denkhaus et Salnokow, 2002).
1.4. Le nickel dans tous ses états :

Des centaines de composés du nickel ont été identifiés et caractérisés. Lorsqu’ils sont
oxydés, nombre d’entre eux présentent une couleur verte (dans les minerais silicatés par exemple).
Dans I’industrie du nickel interviennent les composés inorganiques du nickel que 1’on classe en 5

groupes :
* le nickel métal : il s’agit de nickel élémentaire, composé uniquement d’atomes de nickel ;

* le nickel tétracarbonyle : c’est un liquide utilisé notamment en milieu industriel pour purifier le

nickel et est connu pour sa forte toxicité ;

* les composés oxydés du nickel : les oxydes de nickel sont des composés formés par 1’association

d’atomes d’oxygene et de nickel, par exemple NiO, NiO2, Ni203 ;
* les composés sulfurés du nickel : ils sont formés de nickel lié avec du soufre comme le NiS ;

* les composés hydrosolubles : ce sont des composés solubles dans 1’eau tels que le chlorure de

nickel ou le sulfate de nickel (web 01).
1.5. Utilisation du Nickel :

Le nickel est utilise principalement sous sa forme métallique combinée avec d'autres métaux et
non-métaux comme alliages. Les alliages de nickel se caractérisent par leur dureté, leur solidité et

leur résistance a la corrosion et a la chaleur.

Le nickel est principalement utilisé dans la production d'aciers inoxydables, d'alliages non erronés
et de superalliages. Le nickel et les sels de nickel sont également utilisés dans la galvanoplastie,
comme catalyseurs, dans les batteries nickel-cadmium, dans les pieces de monnaie, dans les
produits de soudage et dans certains pigments et produits électroniques (IARC, 1990). On estime
que 8% du nickel est utilisé pour les appareils menagers (IPCS, 1991). Le nickel est également
incorporé dans certains compléments alimentaires, qui peuvent contenir plusieurs microgrammes de

nickel par comprimé (EU, 2004).
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1.6. Sources d’exposition :

La présence de nickel dans I'environnement est naturelle. Elle est de I’ordre de0,8 a 0,9 % dans la
crodte terrestre. Les principales sources anthropiques sont la combustion du charbon, I'incinération
des déchets, I'épandage des boues d'épuration, I'extraction et la production de nickel, la fabrication
de I'acier, le nickelage et les fonderies de plomb (INERIS, 2006).

Le nickel est un des constituants des poussiéres en suspension dans I'atmosphere. Sa
concentration est de 1’ordre de 0,03 % (en relation avec La composition de La crodte terrestre)
(INERIS, 2006).

Ce métal est parmi les métaux les plus distribués dans I’environnement. Les sources peuvent étre
naturelles ou bien suite aux activités anthropiques. De ce fait, il est présent dans I’air, I’eau, le sol
ainsi que dans les matériaux biologiques. D’autre part, les niveaux du Ni atmosphérique dérivent
des roches et du sol, des émissions volcaniques ainsi que le feu des incendies. De plus, le Ni qui
composent ’air ambiant résulte essentiellement de la combustion du charbon, carburant, déchets,
eaux d’égouts et d’autres sources. La fumée de la cigarette, les implants dentaires et orthopédiques,

les ustensiles, et certains bijoux (Cempel et Nikel, 2005).
- L’eau potable contient le Ni a des concentrations inferieurs a 10 pg/l (Cempel et Nikel, 2005).

- La concentration du Ni dans l’air ambiant est variable considérablement, et sa valeur la plus

élevée a été élucidée dans les régions industrialisées (Cempel et Nikel, 2005).

- Le Ni est considéré comme un composé normal de la nourriture, son utilisation ne présente pas de
danger. Cependant, son taux varie entre 0.1 mg/kg a 0.5 mg/kg. Les aliments riches en Ni sont : Les
flocons d’avoine, la féve, les petits pois, les noix, le chocolat noir et les produits a base de soja. De
ce fait, la consommation excessive de ces produits peut étre a ’origine de 1’augmentation de son

taux dans I’organisme (Cempel et Nikel, 2005).

- La dose quotidienne admissible varie entre 100-300 pg. tandis que son taux dans certains fruits,
legumes, jus naturelles, vins et des cocktails est compris dans cet intervalle (Cempel et Nikel,
2005).
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1.7. Toxicocinetique :
1.7.1. L’absorption :

Le nickel peut étre absorbé par les voies pulmonaires, cutanée et gastro-intestinale. Bien que la
voie pulmonaire soit la voie majeur de son exposition (Cameron et al., 2011), tandis que
I’absorption cutanée soit habituellement négligeable, cette derniére peut devenir significative
lorsque des composés solubles du nickel (chlorure et sulfate) entrent en contact avec une peau
présentant des Iésions. L'absorption cutanée peut étre favorisée par la présence de sueur, de solvants
ou de détergents sur la peau (Larese et al., 2007; Zhao et al., 2009). Le Nickel joue un réle
primordial dans divers processus physiologiques comme un cofacteur indispensable pour
I’absorption intestinale du Fer. Cependant I’interaction Nickel-Fer ne peut survenir que sous

certaines conditions spécifiques (Das et al ., 2008) .

L’exposition au nickel est a ’origine de diverses sources. Il est présent naturellement dans les
tissus, et sous certaines expositions excessives, son taux peut s’augmenter considérablement
(Cempel et Nikel, 2005). Son absorption dépend essentiellement de sa forme physicochimique
(chloride, nitrate et sulfate) et se fait majoritairement par voie digestive (Haber et al., 2000).
Cependant, I’absorption qui s’effectue au niveau respiratoire dépend essenticllement de la solubilité
du composé de nickel (Cempel et Nikel, 2005). La prise alimentaire, la vidange gastrique et le
péristaltisme de l'intestin sont les principaux marqueurs de sa biodisponibilité (Nielsen et al ., 1999
; Haber et al., 2000). L’absorption est influencée par la quantité d’aliment ingéré, ’acidité
intestinale, ainsi que la présence du phosphate, phytates, fibres alimentaires et d’autres métaux

(Cempel et Nikel, 2005).

Plusieurs études ciblant des animaux comme model d’étude ont révélé que suite a
I’administration orale des sels de Nickel, ce dernier a été trouvé au premier lieu au niveau des reins,
des poumons, du foie, ensuite le coeur. D’autre part, I’administration orale du Ni+2 a permis son
accumulation dans la moelle épiniére puis le cortex frontal. L’absorption pulmonaire est considérée

comme la voie majeure de la toxicité induite par le Nickel (Das et al ., 2008) .

la forme soluble (Ni+2) du Nickel peut étre absorbé cependant sa forme peu soluble est
géneralement phagocytée (Das et al ., 2008).Un pourcentage de 20 a 35 % du Ni inhalé et retenu

par les poumons est absorbé par la circulation sanguine (Das et al ., 2008).
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1.7.2. Distribution:

Des ¢études ont indiqué que suite a I’inhalation, les particules du Ni restent dans les poumons
(oxyde de nickel) sinon sont absorbées et excrétées par la suite dans les urines (sulfate de nickel).
D’autres parts, des taux important en ce métal ont été trouvés dans le foie, le cceur, les poumons, le
tissu adipeux, le systéme nerveux périphérique et le cerveau. Il est évident que le Ni comme étant
un métal lourd, se lie aux protéines specifiques et quelques acides dans le sang et le placenta qui

sont indispensables pour son transport et sa distribution dans le corps (Das et al ., 2008).

cependant, les concentrations ont diminué dans l'ordre poumon > thyroide > surrénale > rein >
cceur > foie > cerveau > rate > pancréas (Chin et al., 1983). Cela refléte probablement mieux
I'accumulation a long terme que la clairance et la distribution initiales dans les études a court terme.
La clairance du plasma obéit & un modéle a deux compartiments (Hotchkiss et al., 1993) dominé
par la filtration glomérulaire et un « puits » des tissus mous. Le nickel présenté aux cellules sous
forme de Ni2+ soluble pénétre principalement dans les organites extranucléaires, alors que les
particules phagocytées se concentrent prés du noyau enveloppe et sont ensuite solubilisés apres quoi
le nickel s'accumule dans le noyau (Brunmark, 1995). Cela peut expliquer le potentiel cancérigéne

plus élevé des particules, telles que NiS et Ni2S3.
1.7.3. Métabolisme :

Le métabolisme du Ni implique essentiellement la conversion de ses différentes formes ainsi
que sa liaison aux ligands. La premiére voie responsable d’induire une toxicité est la voie
pulmonaire pour 1’exposition par inhalation (voir Tableau 02) , et les reins pour sa pénétration par
voie orale. Cependant le Ni peut cibler d’autres organes y compris le systéme cardiovasculaire, le
systéme immunitaire ainsi que 1’appareil circulatoire (Nielsen et al ., 1999 ; Cempel et Nikel,
2005). Chez I’humain, environ 20-35 % des composés moins solubles du nickel retenus dans les

poumons passent dans la circulation sanguine (Zhao et al., 2009).

Le Ni ne se détruit pas dans le corps, mais sa forme chimique est susceptible d’étre altérée. De ce
fait, son métabolisme devient palpable suite a sa liaison dans le but de former un ligand d’une part
et son transport dans le corps d’autre part. Cependant, sa toxicité est due a son interférence avec le

processus physiologique du manganese, zinc, calcium, et magnésium (Das et al ., 2008).
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Tableau 02 : voix d’exposition et le taux d’absorption et les organes cible du nickel chez I’homme

et ’animal (INERIS, 2006).

Substance V0ix Taux d’absorption Organe cible
chimique d’exposition
Homme Animal Principale Secondaire
Inhalation 20-35% poumon Thyro.de,
surrénales,
reins
Nickel Ingestion 0.7-27%" | 0.01%433.8%" Reins Foie, ceeur,
poumons
Cutanée ND ND

1 : pour le sulfate de nickel administré respectivement par la nourriture et dans 1’eau,
2 : selon la forme chimique du nickel,

ND : non disponible.

1.7.4. Excrétion:

L'élimination du nickel plasmatique se fait principalement par voie urinaire ; quelques pour cent
pénétrent dans la bile et I'élimination se produit dans la sueur, la salive, les cheveux et les ongles,
mais elle n'est guére significative. Le nickel ultrafiltrable subit une filtration glomérulaire rapide
mais jusqu'a 99 % est réabsorbé dans le tubule (Farmer et al., 1981). Les demi-temps plasmatiques
apres la prise orale par des volontaires a jeun sont d'environ 12 a 24 h (Clapp et al., 1991 ;
Kusters, 1992). Le demi-temps d'excrétion urinaire semble dépendre de la source d'exposition par
inhalation et varie de 17-39 h pour les composés solubles du nickel inhalés par les nickeleurs a 53 h
pour les composés du nickel inhalés par les soudeurs, avec une valeur intermédiaire de 30-50 h pour
les composés insolubles du nickel inhalés par les moulistes dans les usines de bouteilles en verre
(Ward et al., 1987). L'élimination du nickel ingéré par voie orale est presque compléte en 4 jours,

avec trés peu de rétention dans I'ensemble du corps (Clapp et al., 1991).

Donc, Le Ni est excrété dans les urines et les féces, et son taux dépend de la voie d’exposition ainsi

que la forme chimique (Cempel et Nikel, 2005).
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1.8. Toxicité du nickel
1.8.1. Toxicité aigle
1.8.1.1. Chez P’homme

L'inhalation accidentelle de nickel carbonyle provoque généralement des effets toxiques aigus
en deux étapes, immédiate et différée. Les symptémes immédiats comprennent des maux de téte,
des vertiges, des nausées, des vomissements, de I'insomnie, de l'irritabilité, qui durent généralement
quelques heures, suivis d'un intervalle asymptomatique de 12 h a 5 jours. Des symptémes tardifs
apparaissent alors : oppression thoracique, toux non productive, dyspnée, cyanose, tachycardie,
palpitations, sueurs, troubles visuels, vertiges, faiblesse et lassitude (Sunderman et al., 1975). Un
cas mortel d'empoisonnement au nickel a été signalé chez une fillette de 2 ans et demi qui avait
ingéré 15 g de sulfate de nickel (Daldrup et al., 1983). La cause du déces était un arrét cardiaque.
Un déces di au syndrome de détresse respiratoire de I'adulte induit par le nickel (SDRA) a été
signalé chez un travailleur pulvérisant du nickel a l'aide d'un procédé a arc thermique (Rendall et
al., 1994).

Nausées, vomissements, douleurs abdominales, diarrhée, maux de téte, toux, essoufflement et
vertiges ont été signalés chez les travailleurs d'une usine de galvanoplastie qui buvaient de I'eau

contaminée par du chlorure de nickel et du sulfate de nickel (1,63 g/l) ( Sunderman et al., 1988).
1.8.1.2. Chez ’animal

Chez les rats males, une dose unique d'injection de chlorure de nickel a provoqué une
augmentation profonde et constante des taux de prolactine circulante aprés un jour et a duré pendant
quatre jours (Clemons et Garcia, 1981). Des lésions rénales et une hématurie franche ont
également été observées dans la toxicité aigué du nickel (Kasprzak et al., 1980). Il a été démontré
que les composés du nickel solubles dans I'eau sont plus toxiques que les moins solubles. La DL50
orale a dose unique chez le rat pour I'oxyde et le sous-sulfure de nickel moins solubles était > 3 600
mg Ni/kg p.c., tandis que la DL50 orale pour le sulfate et I'acétate de nickel plus solubles variait de
39 a 141 mg Ni/kg p.c. rats et souris (ATSDR , 2005).

1.8.2. Toxicite subchronique :
1.8.2.1. Chez ’homme

Dans une évaluation de travailleurs soudant des alliages a haute teneur en nickel, il a été rapporté

gu'une exposition de 6 semaines aux fumées de nickel (0,07 a 1,1 mg de nickel/m3) provoquait une

11
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augmentation des irritations des voies respiratoires et des yeux, des maux de téte et de la fatigue
(Akesson et Skervfing, 1985).

1.8.2.2. Chez I’animal

Le gain de poids corporel, I'némoglobine et la phosphatase alcaline plasmatique ont été
significativement réduits chez les rats sevrés exposés au nickel (sous forme d'acétate de nickel) a
des concentrations de 500 ou 1000 mg/kg dans I'alimentation (équivalent a 25 ou 50 mg/kg de poids
corporel par jour ) pendant 6 semaines par rapport aux témoins (Whanger, 1973). Aucun effet n'a
été observeé chez les rats exposés a 100 mg/kg dans I'alimentation (équivalent a 5 mg/kg de poids

corporel par jour).

Dans une étude de 13 semaines dans laquelle des rats Sprague-Dawley ont recu 0, 44,7, 111,75 ou
223,5 mg de nickel par litre dans I'eau de boisson sous forme de sulfate de nickel (correspondant a
0, 4,5, 11,2 et 22,4 mg de nickel par kg de poids corporel par jour), aucun signe clinique apparent
de toxicité n'a été observé. Les poids corporels moyens finaux n‘ont pas été affectes, a I'exception
d'une diminution dans le groupe recevant la dose la plus élevée par rapport aux témoins. Aucun
changement macroscopique ou microscopique n'a été observé dans aucun des tissus examinés
(Obone et al., 1999). L'évaluation des risques de I'UE (2004) a déterminé une NOAEL de 44,7
mg/litre sur la base de modifications mineures du poids corporel et du poids relatif des reins et des

poumons.
1.8.3. Toxicité chronique :
1.8.3.1. Chez ’homme

La plupart des expositions chroniques par inhalation impliquent une exposition professionnelle a
la poussiére ou aux vapeurs de nickel résultant du soudage d'alliages de nickel. En général,
I'exposition chronique par inhalation aux poussiéres et aérosols de nickel contribue aux troubles
respiratoires tels que I'asthme, la bronchite, la rhinite, la sinusite et la pneumoconiose (USA, 1990).
Sur la base d'analyses d'études réalisées avant 1975, la National Academy of Sciences (NAS) a
conclu que les travailleurs des raffineries de nickel ont démontré une augmentation de I'incidence
des cancers pulmonaires et des cavités nasales, en particulier les cancers épidermoides, anaplasiques
et pléomorphes. Enterline et Marsh a 1982 ont montré qu'il existait un risque excessif de cancer

des sinus nasaux chez les travailleurs des raffineries de nickel.

Chashschin et al a 1994 ont signalé des effets possibles sur la reproduction et le développement

chez I'nomme de I'exposition professionnelle au nickel (0,13-0,2 mg nickel/m3).
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Chez des travailleurs exposés au nickel (composé non précisé), une augmentation significative des
IgG, des IgA et des IgM et une diminution significative des IgE a été observée (Shannon et al.,
1991).

Par ailleurs, une augmentation significative d’autres protéines sérique pouvant &tre impliquées
dans I'immunité a médiation cellulaire (alphal-antitrypsine, alpha2- macroglobuline) a été
observée. Ces modifications suggéerent que le systéme immunitaire a été stimulé par 1’exposition au

nickel. (Tebani, 2014).
1.8.3.2. Chez I’animal

Des rats et des souris ont été exposé par inhalation a du sous sulfure de nickel par inhalation 6
heures par jour, 5 jours par semaine pendant 90 jours a des concentrations de 0,1 al, 8 mg de
nickel/m3 (Bencko et al., 1983 ; Dunnick et al., 1989). Une hyperplasie des macrophages
alvéolaire a été notée chez les rats a toutes les concentrations et chez les souris a partir de 0,2
mg/m3.Pour les plus fortes concentrations, une inflammation chronique active et une fibrose

interstitielle focale chez certaines souris a été observée.

L’exposition chronique (6 heures/jour, Sjours/semaine pendant 78 semaines) a des poussieres de
sous sulfure de nickel (0,97mg/m3 de nickel, soit une concentration d’environs 0,7 mg/m3) a
entrainer une augmentation des Iésions pulmonaires chez des rats Fisher 344 (Benson et al.,
1990).Les lésions étaient de type pneumonie, atélectasie, bronchite, bronchectasie, emphyseme. De

plus, une diminution du poids corporel de 20 a 30% a été observée (Tebani, 2014).
1.9. Effet du nickel sur ’organisme :

Un certain nombre d’étude chez I’homme et 1’animal suggerent que I’exposition aux sels de
nickel entraine 1’apparition d’effets systémique sue les reins, le foie, les poumons, la mortalité
néonatale et des effets sur le systtme immunitaire. Les reins et les poumons constituent les
principaux organes cibles tant chez 1’animal que chez I’homme (Ambrose et al., 1976 ; Dieter et
al.,1988; Smith et al., 1993; Vyskocil et al., 1994a, 1994b).

1.9.1. Effet du nickel sur les reins :

Des effets néphrotoxiques, comme un cedeme suivi d'une hyperémie et d'une dégénérescence du
parenchyme, ont été observes chez des travailleurs de sexe masculin qui ont accidentellement ingéré
de I'eau de boisson contaminée au nickel sulfate et chlorure. En outre, il y avait une élévation des

concentrations d'aloumine dans l'urine (68, 40 et 27 mg/g de créatinine), qui sont revenues a la
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normale le cinquieme jour aprés I'exposition. Les résultats suggerent une nephrotoxicité transitoire

Iégere.

Chez les rats exposés pendant 13 semaines au sulfate de nickel dans l'eau potable, une
diminution significative du volume urinaire et des taux de glucose urinaire et une augmentation du

poids relatif des reins ont également été observées (Obone et al., 1999).

Il existe des travaux sur différents parametres du dysfonctionnement rénal dans des echantillons

d'urine provenant d'ouvriers de raffinerie de nickel électrolytique (Sanford et al., 1988).
1.9.2. Effet du nickel sur le systéeme hépatique :

Une augmentation transitoire de la bilirubine sérique a été observée chez 3 des 10 travailleurs
qui ont été hospitalisés apres avoir bu de I'eau d'une fontaine & eau contaminée par du sulfate de
nickel (Sunderman et al., 2007). Chez le rat, une diminution du poids du foie a été observée apres
une exposition de 28 jours a 2 ans a 0,97-75 mg/kg/jour de chlorure de nickel ou de sulfate de
nickel (Weischer et al., 1980). Des études récentes sur des rats par Das et al a 2006 ont révélé un
effet dégénératif induit par le sulfate de nickel sur le tissu hépatique. lls ont observé qu'aprés
I'injection intrapéritonéale de sulfate de nickel, I'architecture hépatique normale était fortement
altérée, ainsi que I'apparition d'un cytoplasme vacuolé (foie gras), de noyaux excentriques et d'une
hypertrophie des cellules de Kupffer. Un rapport a décrit une diminution des activités des
transaminases hépatiques et rénales aprés un traitement au nickel chez le rat, ce qui s'est avéré plus
nocif dans un régime alimentaire restreint en protéines (Das et al., 2007). Le sulfate de nickel
diminue également les taux hépatiques d'acide ascorbique et de cholestérol chez le rat (Das et al.,
1998).

1.9.3. Effet du nickel sur I’appareil respiratoire :

Les études chez ’homme et I’animal indiquent que le systeme respiratoire est la cible principale
de la toxicité du nickel le nickel qui parvient au niveau pulmonaire a tendance a persister au niveau
des poumons la rétention dépend notamment de la solubilité des composés et captage cellulaire. La
muqueuse nasale peut retenir du Ni pendant de nombreuse années (Torjussen et al., 1978, 1979a,
1979b). Les formes insolubles, apres phagocytose par les macrophages, peuvent générer des
quantités trés importantes d’espéces réactives de 1’oxygene, surtout avec le sous-sulfure Ni3S2

(Zhong et al., 1990 ; Huang et al., 1994).

Des changements histopathologiques par des dommages aux poumons (congestion,

inflammation, fibrose et cedéme) ont été noté chez des rats et des souris exposés au sulfate de nickel
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hexahydraté pendant 12 jours (Bensou et al., 1987 ; Dunnick et al., 1988). Parmi les effets
observés dans les voies respiratoires, on compte une inflammation des poumons accompagnée
d’une pneumonie nécrosante et d’'une augmentation du nombre de macrophages alvéolaires chez les
souris, une dégénération de 1’épithélium respiratoire chez les rats et une atrophie de 1I’épithélium

olfactif chez les deux espéces (Dunnick et al., 1988 ; Haley et al., 1990).
1.9.4. Effet du nickel sur le systéme endocrinien :

Le nickel provoque des effets indésirables graves sur I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique,
qui sont encore aggravés en cas de régime alimentaire restreint en protéines (Das et Dasgupta,
2002). 1l a éte rapporté que I'inhalation de nickel n'a pas d'impact sur les profils endocriniens chez
I'nomme mais altére sérieusement les fonctions de la plupart des glandes endocrines vitales du rat
ou de la souris (NTP, 1996a , 1996b , 1996c¢).

Les rats exposes au oxyde de nickel ont présenté une hyperplasie médullaire surrénale avec un
phéochromocytome bénin (ATSDR, 2003 ; NTP, 1996b, 1996c). Le chlorure de nickel administré
par voie orale a montré une augmentation des glandes pituitaires uniquement chez les rats males
(RTI, 1986 ; RTI, 1988). Des rats femelles traitées avec du chlorure de nickel ont montré une

diminution du taux de prolactine (Das et Dasgupta, 2002 ; Smith et al., 1993).

Des effets sur la régulation de la glycémie ont été observés, comme une hyperglycémie du a

I’augmentation du taux de glucagon (Sanjay et al., 2000).
1.9.5. Effets cardiovasculaires :

Pas d'augmentation du nombre de déces d'origine cardiovasculaire des maladies ont été signalées

chez des travailleurs exposés a nickel (Cornell et Landis, 1984).

Une étude sur l'exposition au nickel a montré une augmentation significative des concentrations de
lipoperoxyde et de lipides totaux dans le tissu cardiaque. Le mécanisme par lequel le nickel agit
pour augmenter les facteurs de risque cardiovasculaire reste inconnu, bien que l'altération du
métabolisme des antioxydants et le stress oxydatif puissent étre considérés comme des possibilites
(Novelli et al.,2015).

Le traitement au chlorure de nickel chez le rat a montré une réduction du poids des organes, y
compris le ceceur (ABC, 1988). Fait intéressant, une augmentation du poids cardiaque chez les rats
exposes a une dose plus elevee par apport au premier sous forme de sulfate de nickel pendant 2 ans

a été signalée, bien qu'aucun changement histopathologique sur les tissus cardiaques n'ait été
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observé (Ambrose et el., 1976 ; Obone et al., 1999). L'inhalation de Ni a faible dose a provoqué

un retard de bradycardie, une hypothermie et une arythmogenése (Campen et al., 2001).
1.9. 6. Effets gastro-intestinaux :

Les travailleurs qui ont consommé de I'eau au cours d'un quart de travail d'une cascade d'eau
contaminée au nickel ont présenté des symptomes liés a des troubles gastro-intestinaux (GI)
(Sunderman et al., 1988). Les symptomes comprenaient des nausees, des crampes abdominales, de
la diarrhée et des vomissements. Dans le cas de rats traités au chlorure de nickel, les animaux
présentaient une gastrite sévere, incluant des diarrhées (Whanger, 1973). Cependant, de tels
troubles gastro-intestinaux n'ont pas été trouvés chez les rats traités avec du sulfate de nickel
alimentaire (Obone et al., 1999) ou du sulfate de nickel (Ambrose et al., 1976 ; Burrows et al.,
1981 ; . Das et Dasgupta, 1998).

1.9.7. Effets cutanés :

L'exposition cutanée au nickel provoque une dermatite de contact dans la population générale.
Plusieurs investigations sur des doses orales uniques ou multiples de sulfate de nickel ont montré
une augmentation de la sévérité de la dermatite chez les individus sensibles au nickel (Das et al.,
2010 ; Burrows et al., 1981 ; Veien et al., 1987). L'étude a en outre révele un érytheme corporel,
un eczéma des mains et une poussée sur le site du test épicutané aprés avoir été en contact avec du
sulfate de nickel. Une dose d'épreuve orale de sulfate de nickel (0,014 mg/kg) a montré des signes
et des symptdmes de dermatite chez les sujets qui avaient subi un test épicutané 1 mois avant le test
(Kadota et Kurita, 1955).

1.9.8. Effet du nickel sur les parametres érythropoiétiques :

Aucune étude humaine n'a été localisée concernant les effets hématologiques aprés inhalation ou
exposition cutanée au nickel. En ce qui concerne l'exposition orale, une étude a rapporté une
augmentation transitoire des réticulocytes sanguins chez les travailleurs qui buvaient de I'eau d'une
fontaine a eau contaminée par du sulfate de nickel, du chlorure de nickel et de I'acide borique (Das
et al., 2008).

1.9.9. Effet du nickel sur le systéme immunitaire :

Le nickel généere de multiples réactions dans le systeme immunitaire humain de maniére diverse
(Hostynek, 2006). le nickel est un agent immunomodulateur et immunotoxique. Il a été rapporté
que le contact avec le nickel provoquait une dermatite allergique et une urticaire immunologique ;

par conséquent, le nickel peut étre marqué a la fois comme sensible au systeme immunitaire et
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comme allergéne (Das et al., 2010, 2008 ; Dearman et Kimber, 1992). Cependant, on ne sait

toujours pas comment une petite particule de nickel génére une manifestation allergique.

Lorsque le meétal s'oxyde, il développe une substance appelée haptene, qui peut déclencher une
réponse immunitaire en se liant a des protéines tissulaires comme de grosses molécules (Das et
Buchner, 2007). L'exposition au nickel des travailleurs s'est avérée avoir un impact significatif sur
l'augmentation des IgG, IgA et IgM avec la diminution concomitante des taux d'IgE (Bencko et al.,
1983, 1986). D'autres élévations significatives d'autres protéines sériques de I'immunité a médiation
cellulaire, y compris 1'al-antitrypsine, la a2-macroglobuline et la céruloplasmine, ont également été
observées (Das et al., 2008). Le nickel peut également réduire la réponse des anticorps circulants
des rats immunisés traités avec un antigéne viral (Das et al., 2008 ; Graham et al., 1978 ; Figoni
et Treagan, 1975).

1.9.10. Effets génotoxiques :

L'exposition au subsulfure de nickel chez des individus sensibilisés et non sensibilisés au nickel
a montré une génotoxicité comme l'altération de la configuration de I'ADN, entrainant une
réticulation et une rupture de brin dans le lymphocyte humain (Arrouijal et al., 1992 ; Das et
Dasgupta, 2000). Un degré tres élevé de mutagénicité au niveau du géne de la guanine
phosphorybosyl transférase avec une faible exposition au composé du nickel soluble dans la lignée
cellulaire G12 de hamster chinois a été rapporté (Klein et al., 1994). Le nickel provoque la
mutation du géne p53, qui est un important gene suppresseur de tumeur et facteur de transcription,

dans les cellules épithéliales rénales (Maehle et al., 1992).

Le nickel inhibe également la réparation de I'ADN (Figure 1) en se liant éventuellement aux
enzymes de réparation de I'ADN et génére des radicaux libres entrainant une dégradation
irréversible des protéines (Das et Dasgupta, 1997 ; Lynn et al., 1997).
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Figure 1: Représente les interactions des composes de nickel avec les cellules épithéliales (de cible)

dans la région bronchio-alvéolaire du poumon (Oller et al. 1997).

1.9.11. Effets cancérogeénes :

L'exposition au nickel de divers travailleurs des industries du nickel a démontré des effets
cancérigenes. Diverses études ont rapporté que le nickel divalent est un puissant cancérogéne qui
peut induire une malignité chez les humains et les rongeurs. L'exposition humaine au nickel dans
des industries telles que les raffineries, les mines et les fonderies, les industries de I'acier inoxydable
et les installations de fabrication de batteries provoque le cancer, bien qu'il soit difficile d'identifier

la spéciation des composés du nickel (ICNC, 1990).

Des etudes animales ont montré le potentiel cancérigene de divers composes du nickel comme le
sous-sulfure de nickel, le chlorure de nickel, I'oxyde de nickel et le sulfate de nickel, etc. (Diwan et
al., 1992). Une étude sur des rongeurs a montré des tumeurs pulmonaires, dont des adénomes, des
adénocarcinomes, des carcinomes épidermoides et des fibrosarcomes avec une exposition a lI'oxyde
de nickel (Ottolenghi et Haseman, 1974).
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Il a également été rapporté que certains des composés du nickel induisent une prolifération
cellulaire, ce qui peut induire de Iégeres abrasions de I'ADN en mutations extrémes (Valko et al.,
2005).

1.9.12. Effets neurogenes :

Des effets neurologiques, notamment des vertiges, de la lassitude et des maux de téte, ont été
observés chez des employés de quart qui consommaient de I'eau contaminée au nickel (Sunderman
et al., 1988). Une étude sur I'hnomme a révélé qu'une personne ayant ingéré une dose unique de
nickel (NiSO4; 0,05 mg Ni/Kg, poids corporel) a développé une hémianopsie homonyme (effet

intraoculaire) pendant 2 h (Sunderman, 1989).

Le gavage forcé avec du chlorure de nickel pendant 3 mois chez le rat a entrainé de graves
troubles neurologiques, notamment une lenteur, une respiration anormale, une altération de la

régulation de la température corporelle et une ataxie (ABC, 1988 ; Gupta et al., 2008).
1.9.13. Effet du nickel sur la reproduction :
1.9.13.1. Effets du nickel sur la reproduction chez le male :

Une dégénérescence testiculaire a été observée chez les rats et les souris exposes au sulfate de
nickel et au subsulfure de nickel (NTP, 1996a, 1996b). Chez les rats males exposés au NiSO4,
plusieurs modifications testiculaires, telles que la prolifération des cellules interstitielles, les parois
des vaisseaux de transport, et une réduction du nombre de spermatozoides et de certaines enzymes
testiculaires telles que la stéroide 3R hydroxystéroide déshydrogénase ont été observées (EPA ,
1985) L'exposition au nickel éleve la peroxydation des lipides testiculaires et supprime les activités

enzymatiques antioxydantes chez le rat (Gupta et al., 2007).
1.9.13.2. Effets du nickel sur la reproduction chez la femelle :

Une augmentation du taux d'avortements spontanés (15,9%) a été signalée parmi un groupe de
356 femmes qui travaillaient dans une usine de raffinage hydrométallurgique du nickel dans la
région arctique de la Russie par rapport au taux (8,5%) de 342 ouvriéres locales de la construction
(Chashschin et al., 1994).

Chez la femelle cyclique le nickel affecte le développement et la maturation des follicules de

I’ovaire, réduit également la stéroidogenése ovarienne et perturbe la fonction hypophysaire (Wang

et zhu,2003).
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1.9.14. Le nickel induit un stress oxydatif :

Le nickel induit un stress oxydatif avec génération de ROS peut stimuler les voies de
signalisation cellulaire en développant un microenvironnement intracellulaire a faible teneur en
oxygene. Ceci, a son tour, active le facteur de transcription hypoxia-inducible factor-1o. (HIF-1a) et
régule toutes les expressions du géne de I'hypoxie. La voie peut se transformer en réponse
adaptative contre I'hypoxie cellulaire induite par le nickel ou en apoptose. En outre, il a également
été observé que les métaux lourds comme le nickel (1) via les ROS peuvent imiter I'hypoxie
cellulaire mais peuvent ne pas toujours activer les genes dépendants de HIF-1 (Salnikow et al.,
1994 ; Kusal et al., 2019).

La raison possible derriére I'activation induite par le nickel du facteur de transcription HIF-1a
est que Ni(ll) remplace Fe(ll) dans le transporteur d'oxygéne et produit une forme hybride
d'hémoglobine non fonctionnelle. Ce phénoméne évolue vers une hypoxie intracellulaire

permanente, qui active alors HIF-1a (Lynn et al., 1998 ; Kusal et al., 2019).
1.9.14.1. Altération de ’ADN

Les ROS générées pourraient endommager I'ADN de maniére non sélective, ce qui pourrait
entrainer des modifications génétiques dans les genes actifs. La mutation de I'ADN est une étape
critique de la carcinogenése (Valko et al., 2006). Le nickel peut se lier aux enzymes de réparation
de I'ADN et générer des frées radicales oxygénées entrainant la dégradation des protéines. Ces
dommages irréversibles aux protéines impliquées dans la réparation, la réplication, la
recombinaison et la transcription de I'ADN pourraient étre importants pour les effets toxiques du
nickel (Lynn et al., 1998).

1.9.14.2. Oxydation des protéines

Bien que le nickel en soi ne provoque pas une génération efficace de radicaux libres a partir
d'oxygéne, H202 hydroperoxydes lipidiques, la réactivité de Ni avec ces dérivés d’oxygene peut étre
modulée par chélation avec certains ligands contenant de I’histidine et de la cystéine (Shi et al.,
1993 ; Shi et al.,1992). L'incubation de Ni avec de la cystéine en milieu aérobie génére le radical
hydroxyle, qui réagit ensuite avec la cystéine pour générer un radical alkyle carboné. Les radicaux
libres peuvent également étre générés a partir d’hydroperoxydes lipidiques par Ni en présence de
plusieurs oligopeptides (Chen et al., 2003). Entrainent des modifications structurales des protéines,

facilitant de ce fait leur agrégation ou leur digestion par les protéases.
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1.9.14.3. Peroxydation lipidique

Le nickel augmente la peroxydation lipidique dans le foie, les reins et le poumon, mesurée par la
réaction de l'acide thiobarbiturique pour le Malondialdéhyde (MDA) dans des homogénats de tissu
frais (Sudermann, et al., 1985). La peroxydation lipidique est suivie d’un changement structural

des membranes biologiques ou d’autres éléments contenant des lipides (Montagnier et al., 1998).
1.9.14.4. Défense antioxydants contre la toxicité du nickel

Défense antioxydants contre la toxicité du nickel par des mécanismes appropriés sont présents
dans le corps humain afin que la concentration constante de radicaux libres dérivés de I'oxygene
potentiellement toxiques soit contrdlée dans des conditions physiologiques normales par le systeme
de défense anti-oxydant intrinseque de l'organisme. Mais une génération accrue de ces especes
réactives de l'oxygéne (ROS) peut submerger les antioxydants intrinseques des cellules et en
résulter une condition connue sous le nom « oxydative stress » (Das et al., 2006). Les antioxydants
exogenes jouent un role essentiel dans la prévention des dommages cellulaires en interagissant avec
les frées radicales et en mettant fin & la réaction en chaine. une augmentation de la formation de
peroxyde lipidique et une diminution des taux de glutathion, de SOD, de CAT, de GSH-Px et
d’appauvrissement en acide ascorbique ont été observées dans les tissus les plus métaboliquement
actifs de I’organisme, a savoir le foie et les reins (Das , et al., 2006 ; Das et al., 1998).De plus, une
diminution des enzymes antioxydants suggere une interaction avec les radicaux libres accumulés et
les acides aminés actifs des enzymes, entrainant une altération fonctionnelle et des lésions

tissulaires (Rodriguez et al., 1991).
1.10. Transfere transplacentaire du nickel :

Durant la gestation, le traitement de la souris par le chlorure de nickel provoque deux heures
apres I’exposition une augmentation de la concentration dans le sang maternel, le placenta et le
liquide amniotique. Le chlorure de nickel se distribue dans les tissus foetaux 8 heures aprés
I’injection, puis la concentration de nickel se diminue aprés deux jours du traitement (Lu et al.,

1979; Morvai V., 1992).

La concentration du chlorure de nickel augmente dans le sac amniotique au début de la gestation

et dans le placenta allontochorial a la fin de la gestation (Mas et al., 1985).

La souris traitée par le chlorure de nickel montre que le passage du NiCl2 radioactif de la mére
vers le feetus est tres rapide et que les concentrations sont plus élevées chez les tissus foetaux que

ceux de la mére (Jacobsen et al., 1978; Lu et al., 1979). De plus chez la rate lactante, le nickel est
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transféré vers le nourrisson par le lait (Dostal et al., 1989) et provoque une altération de la

composition du lait maternel par augmentation des lipides et diminution des protéines et de lactose.
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2. La phytothérapie et les huiles essentielles :
2.1. La phytothérapie
2.1.1. Définition :

La phytothérapie est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles
fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de
préparations a base de plantes.

La phytothérapie fait partie des médecines paralléles ou des médecines douces (ZEGHDAD,
2009).

2.1.2. Différents types de la phytothérapie :

2.1.2.1. Aromathérapie : science naturelle fascinante et complexe dont 1’origine remonte a des
milliers d’années ; est une thérapeutique utilisant les huiles essentiels provenant des plantes
dites « aromatiques ». D’une fagon générale, il s’agit de recueillir par entrainement de la vapeur
d’eau les principes odorants et volatils des drogues (kerboub, 2017).

2.1.2.2. Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux

tels que les bourgeons et les radicelles (kerboub, 2017).

2.1.2.3. Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante entiere, soit
une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le plus
souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous forme

plus moderne de gélule de poudre de plante séche que le sujet avale (kerboub, 2017).

2.1.2.4. Homéopathie : a recours aux plantes d'une fagcon prépondérante, mais non exclusive ; les
trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale
(kerboub, 2017).

2.1.2.5. Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en
quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils sont présentés sous forme de
sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats.... (STRANG, 2006).

2.1.3. Les plantes medicinales
2.1.3.1. Géneralités

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus

thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur I’organisme.
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On les utilise aussi bien en médicine classique qu’en phytothérapie : elles présentent en effet des

avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (LOUCIF, 2020).

Les progrés de la physiologie, ont permis de comprendre les mécanismes d’action de ces
substances naturelle .Depuis quelques décennies, la compréhension des relations qui existent entre
la structure d’une molécule et son activité biologique permet la conception et la fabrication de
médicaments synthétiques aux performances améliorées ou aux effets indésirables mieux controles
(Iserin.p, 1996).

2.1.3.2. Définition

La définition d’une plante médicinale est trés simple, en fait il s’agit d’une plante qui est utilisée
pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Se sont des plantes qu’ont été employées pendant
des siécles comme remedes pour les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants
de valeur thérapeutiqgue (Mohammedi, 2006). De facon plus large, une plante médicinale est un

végétale doué d’un effet thérapeutique sur I’organisme sans etre toxique a dose normale (Gérard et

Francois ,2009).

Les plantes médicinale sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses. Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des
fins médicinale, ce qui continuent de répondre a un besoin important malgré 1’influence croissante

du systéme sanitaire moderne (Zaghad , 2009 et Beddou,2014).

2.1.3.3. Les métabolites secondaires des plantes :

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent, en
plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la
photosynthese, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont
appelés métabolites secondaires. De nos jours, un grand nombre de ces composés sont
utilisés en médecine moderne et une majorité de ceux-ci le sont selon leur usage
traditionnel. Nous citerons ci- essous quelques importants groupes phytochimiques, source
de molécules biologiquement actives (MOHAMMEDI, 2013).
2.1.3.3.1. Classification des métabolites secondaires :

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés phenoliques, les

alcaloides et les terpenes. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composes

qui possédent une tres large gamme d'activités en biologie humaine (Krief, 2003).
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2.1.3.3.1. 1. Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques constituent un des groupes les plus importants chez les végétaux, issus
de la grande voie d’aromagenése ; shikimates ou acide shikimique (figure 2) et de la voie acétate-
malonate et peuvent étre divises en diverses classes sur la base de leur structure moléculaire, et plus
de 8000 composés différents ont été décrits. Les plus abondants sont les acides phénols, les
flavonoides, les stilbenes et les lignanes, dont les flavonoides et les acides phénols comptent 60% et
30%, respectivement, de polyphénols diététiques. Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été
identifiées, et partagent un squelette carboné commun de diphénylpropanes (C6— C3-C6 ; c.-a-d.,
deux noyaux benzeénes jointifs par une chaine linéaire de troiscarbones formant un hétérocycle
oxygéneé). Les flavonoides peuvent étre divisés en diverses classes selon leur structure moléculaire ;
les groupes principaux sont les flavanols, les flavones, les flavanones, les flavonols, les isoflavones
et les anthocyanidines. (MOHAMMEDI, 2013).

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec son
environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre les plantes (Allélopathie),
entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis
des organismes pathogeénes. Ils participent de maniére tres efficace a la tolérance des végétaux a des
stress variés, donc ces composés jouent un role essentiel dans I'équilibre et 1’adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel (MACHEIX, 2005).
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Figure 2: Biosynthese des composes phénoliques.

2.1.3.3.1.1.1. Structure et catégories des composés phénoliques :
Structuralement, les composés phénoliques comprennent un noyau ardmatique, qui possede
un ou plus de substituant hydroxylé. Ce dernier conduit les composés phénoliques simples a se
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polymeériser pour obtenir des phénols complexes ou polymeérisés ; malgreé la grande diversité
structurale, ce groupe est connu sous le nom : Polyphénols.

La plupart des composés phénoliques sont présents conjugués avec un mono ou poly saccharides,
lies a un ou plusieurs groupes phénols, ca peut étre aussi des dérivations fonctionnelles comme des
esters et des méthyles esters. On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant
d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base
(HARBONE, 1980). Ces composés peuvent étre groupés dans plusieurs classes ; comme le montre
le tableau 3(NAGENDRAN et al., 2006).

Tableau 03 : Classes des polyphénols (MAKHLOUFI, 2010).

Classe Structure
Phénols simples, benzoquinones C6
acide hydroxybenzoique C6-C1
acéthophénones,acide phénylacétique C6-C2
acide hydroxycinnamique, phénylpropanoides C6-C3

(coumarines, isocoumarines, chromones)

flavonoides, isoflavonoides C6-C3-C6
lignanes, néolignanes (C6-C3)*2
biflavonoides (C6-C3-C6)*2
tannins condensés (proanthocyandines, ou C6-C3-C6)*n
flavolans)

2.1.3.3.1.1.2. Classification des polyphénols :
Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes On distingue les acides phénoliques
(phénols simples), les flavonoides, les lignanes, les stilbénes, les coumarines et les tannins (Boros,
2010).
A/ Les acides phénoliques :
Cette classe est divisée en trois sous classes :

A.1/ Acides hydroxybenzoiques :

= Sont des dérivés de I'acide benzoique

= Ont une structure générale de base de type (C6-C1)

= Existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides

= Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 4:
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Tableau 04 : Principaux acides hydroxybenzoiques (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, =

2006).
Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p hydroxy
benzoique
R2 R1 H | OH OH |H Acide

N~

RB—{V ?;— COOH

—

protocatechique

/— H OCH3 | OH H Acide vanillique
R4 H OH OH OH Acide gallique

H OCH3 | OH OCH3 | Acide syringique

OH |H H H Acide salicylique

OH |H H OH Acide gentisique

A.2 / Acides hydroxycinnamiques :

= Dérivent de I'acide cinnamique

Ont une structure générale de base de type (C6-C3)

Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques

Les degrés d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a une
réactivité chimique importante de ces molécules, le tableau 5 représente les principaux acides
hydroxycinamiques (ZAGHDAD, 2009).

Tableau 05 : Principaux acides hydroxycinnamiques (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER,

2006).

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
R1 -~ #O0H H OH H Acide p coumarique
jﬁjw OH OH H Acide caféique
R2 T OCH3 | OH H Acide férulique
R3 OCH3 | OH OCH3 | Acide sinapique
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B. Les flavonoides :

Les flavonoides constituent chez les plantes un groupe trés diversifié de métabolites secondaires
qui se produisent naturellement sous leurs formes conjuguées (MACEIJ, 2000). lls sont des
composés phénoligues et interviennent probablement pour protéger les plantes des herbivores et
contr6ler le transport des auxines (JUDD et al., 2002).

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis migrent et se
dissolvent dans les vacuoles (PIQUEMAL, 2008), la répartition de ces composes montre des
accumulations trés localisees, généralement en relation avec une fonction physiologique ou avec
I’interaction de la plante avec son environnement. Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation
épidermique ont un réle d'écran vis-a-vis des rayonnements solaires, tandis que ceux qui sont impliqués
dans les mécanismes de défense ont plutdt une localisation sous épidermique (BOUDET, 2000).

Les flavonoides sont classés selon plusieurs critéres : présence ou non d’une double liaison en
position 2, et présence ou non d’un groupement hydroxyle en position 3. Des groupements hydroxyles
(mais également méthoxyles) peuvent le plus souvent se situer en position 2°, 3, 4’et 5” ainsi qu’en
position 5 et 7 (Figure 3).

Les isoflavones proviennent d’une transposition du noyau aromatique (du carbone C2 vers le carbone

C3) ; les flavones et flavonols d’une oxydation (formation de la double liaison sur le cycle C)
respectivement des flavanones et des dihydroflavonols.

OH
0 o} o

Chalcone Flavanone Flavone Dihydroflavonol

° 5
(] g g g©
CH OH
Flavanol Flavonol Isoflavone anthocyanidinol

Figure 3 : Structure des différents sous-groupes de flavonoides (MAKHLOUFI, 2010).
B.1/Classification des flavonoides :
Les groupes représentatifs de flavonoides sont énumérés dans le Tableau 6 ainsi que leur structure

moléculaire et le composé le plus connu de chaque groupe

Tableau 6 : Tableau représentant la structure de base des principaux flavonoides
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Raisins, The, cacao
Antioxydants naturels
anticancereuses
Oignon, pomme, antihistaminique, anti-
brocoli, fruits rouges | inflammatoire et
antioxydante.
Les Agrumes : neufralisation des radicaux
orange, citron, libr.es.
pamplemousse, ameélioration de I"absorption
mandarine. de 1a vitamine C.
Soja phytoestrogéniques.
- Source de
phytoestrogenes.
Myrtille, la lutte contre le
miire, raisin - vieillissement cellulaire en
noir. améliorant I’ élasticité et la
densité de la peau.

- antiseptiques urinaires.

Le terme lignane a I’origine présenté par Haworth en 1936. Ils sont les diméres des unités de
phenylpropane (C6 C4) (Benarous, 2009).

Les lignanes jouent sans doute un réle important pour la défense des végétaux. En effet, des

propriétés antibactériennes, antifongiques et antinutritives ont été décrites pour de nombreuses

molécules de ce groupe (Bruneton, 1999).

La distribution botanique est large : plusieurs centaines des composes ont été isolés dans environ

soixante-dix familles (Midoun, 2011).
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Figure 4 : Structure des lignanes (Midoun, 2011).

C.1 Structure des lignanes :

Les lignanes sont répartis en huit groupes structuraux (les furanofuranes, les aryltétralines, les
furanes, les arylnaphtalenes, les dibenzylbutanes, les dibenzocyclooctadienes, les
dibenzylbutyrolactones et les dibenzylbutyrolactols.), classés selon le mode d’incorporation du (ou
des) atome (s) d’oxygene dans le squelette carboné et selon le type de cyclisation (Umezawa,
2003).

C.2. Activité biologique :
Selon (McRae et Towers, 1984), les lignanes présententplusieurs activités biologiques montrant

les Antiviral, anticancéreux, antimicrobien et antioxydant.

D. Les stilbénes :
Les Stilbenes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux aromatiques
reliés par un double liaison, dont la structure est C6-C2-C6 comme les flavonoides, formant un

systeme conjugué. lls dérivent de la voie des phénylpropanoides (Donnez et al., 2009).

Figure 5: Structure d’un stilbéne (Midoun, 2011).
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Les stilbenes sont des phytoalexines, composes produits par les plantes en réponse a l'attaque par
les microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbénes sont

les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).

E. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(DipterixordorotaWild., Fabaceae) dont les féves contiennent 1 a 3% de coumarine, d’ou fut isolée
en 1982 (Bruneton, 1993). Leur squelette de base est constitué de deux cycles accolés avec neuf
atomes de carbone (Ford et al.,2001). Elles donnent une odeur caractéristique semblable a celle du
foin fraichement fauché. A I’exception des algues, ces composés sont les constituants
caractéristiques du regne végétal chlorophyllien.

La familleThymeleaceées est plus riches en coumarines, et elles se trouvent dans toutes les parties
de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Booth et al.,2004).
E.1 Classification des coumarines :

Les coumarines sont substituées par un hydroxyle ou plus sur les six positions disponibles.

La majorité des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle. selon la nature des
substituant sur leurs structures On peut classer les coumarines en cing catégories : Coumarines

Simples, furanocoumarines, pyranoco , dicoumarines ,tricoumarines. (Booth et al., 2004).

Tableau 7 : Principaux types de coumarines (MACHEIX et al., 2005).
Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques
H OH H Umbéllifécol

R1 _ O0H 50 o | H Aescultol
;EH OCH3 | OH H Scopolétol
R2 \r

3

OCH3 | OH OH Fraxétol
H OH OH Dophnétol

E.2. Activités biologiques et intéréts pharmacologiques :
Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent diverses activites :
anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale, diurétiques,

antimicrobienne, antivirale et analgésique (Stefanova et al., 2007).

F. Les tannins :
Sont des molécules a poids moléculaire relativement éleve, ils constituent le 3eme groupe
important des composés phénoligues. Les tannins possédent 2 sous groupes; tannins hydrolysables

et tannins condensés. Les premiers sont esters acide gallique (gallo et ellagi tannins). Les derniers
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sont des polymeéres de polyhydroxyflavan 3-ol monomeres (aussi connu proanthocyanidine)
(MACHEIX et al., 2005).

Parmi les caractéristiques des tannins le gout astringence qui est une sensation tactile due a la
précipitation des protéines salivaires et qui crée une sensation d’asséchement dans la bouche
(PHILIPPE, 2000).

F.1/Tanins hydrolysables :
Les tanins hydrolysables anciennement appelés tanins pyrogalliques, sont des polyesters de glucides
et d’acide-phénols. Ils sont facilement scindés par les acides ou les enzymes (Tannases) en ose et en
un acide-phénol. Selon la nature de ces tanins, on distingue les tanins galliques dans le cas d’acide
gallique et les tanins ellagiques dans le cas d’acide ellagique (Figure 6).
L’acide ellagique résulte de la condensation de deux acides galliques

(BOUHADJRA, 2005).

O
O
COOH HO
OH
HO OH @]
OH
Acide gallique Acide ellagique

Figure 6 : Structure chimique d’acide gallique et d’acide ellagique (FRANCOI-NSEMI, 2010).

F.2/ Tanins condensés
Les tanins condensés ou proanthocyanidols different fondamentalement, des tanins galliques
et ellagiques (Figure 7). Leur structure est voisine de celle des flavonoides, ils ne possédent pas de
sucre dans la molécule. Ils sont formés de deux ou plusieurs molécules de flavan-3-ols, leur union
se fait par des liaisons carbone-carbone, le plus souvent en position 4-8 ou 4-6, ce qui rend ces
molécules difficilement hydrolysables (BOUHADJRA, 2005).
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Serie 2R, 3S Série 2R, 3S (+catéchol)
R;=R,=H Afzelichol Série 2-R, 3-S (OH 3- o) épiafzeléchol,
R;= OH, R,= H Catéchol épicatéchol, épigallocatéchol

Figure 7 : Les tanins condensés (BOUHADJRA, 2005).
2.1.3.3.1.2. Les alcaloides:

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou moins
basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose (Zenk et Juenger,
2007).

Généralement, les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes
racines. Puis, ils gagnent ensuite des lieux différents et, lors de ces transferts, ils peuvent subir des
modifications, ils se localisent dans les piéces florales, les fruits ou les graines, ces substances sont
trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief, 2003).

Représentant un groupe fascinant de produits naturels, ils constituent un des plus grands groupes de
métabolites secondaires avec pres de 10 000 a 12 000 différentes structures (Stockigt et al, 2002).
2.1.3.3.1.2.1. Propriétés des alcaloides

Les alcaloides forment une grande famille de molécules chimiques tres hétérogenes. (Hartmann
,1991).Leur caractéristiques communes sont leur solubilité faible dans 1’eau, facilement soluble
dans I’alcool et la propriété de réagir avec des sels de métaux lourds, ce qui permet leur
caractérisation aisée (réactifs de Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de Bouchardat).
(Rakotonanahary ; 2012).
2.1.3.3.1.2. 2. Structure des alcaloides :

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane, la lysine,

I’asparate... (Cyril, 2001). On distingue trois grandes classes selon qu’ils possédent ou non un acide
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aminé comme précurseur direct et qu’ils comportent ou non au atome d’azote dans un hétérocycle
(Hartmann ,1991).

2.1.3.3.1.2.3. Classification des alcaloides

A. Les alcaloides vrais :

Les alcaloides vrais dérivent d’acides aminés et comportent un atome d’azote dans un systéme
hétérocyclique. (Badiaga ; 2011).

B. Les pseudo-alcaloides :

Les pseudo-alcaloides ne sont pas des dérivés des acides aminés. (Badiaga ; 2011).
Généralement Les pseudo-alcaloides sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du
métabolisme de I’acétate (Rakotonanahar.y ; 2012).

C. Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un hétérocycle,
ils sont élaborés in vivo a partir d’acide aminé. Ils sont souvent appelés « amines biologiques ».
(Badiaga ; 2011).
2.1.3.3.1.2. 4. Role des alcaloides
A. Effet sur la plante
Les alcaloides jouent un réle de défense pour le végétale la plupart entre eux ont un gout aimer si
bien qu’ils caractérisés comme composé répulsifs vis-a-vis des animaux et des insectes (Hartmann
,1991) .certain alcaloides sont fortement toxique .la nicotine, par exemple, est un poison violent
pour les insectes et a été la premieres insecticides utilisés par I’homme. (Yang et al ; 2010) et ils
Protégent la plante contre les rayons ultraviolets comme ils ont des effets contre les herbivores.
(Mauro, 2006).

B. Effet pharmacologique

Tableau 08: quelques exemples des alcaloides et leur effet pharmacologie. (Badiaga, 2011).
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Les alcaloides Image
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La phytothérapie et les huiles essentielles

Effet pharmacologie
stimulant centrale

‘Morphine

‘dépressant cardiaque et diurétique

narcotique

‘Ephédrine

 anfi-tumeur ef sympathomimétique

2.1.3.3.1.2.5. Les dérivés des alcaloides

Tableau 09 : Les dérives des alcaloides (Mauro, 2006).

Les dérivés des alcaloides Les propriétés
Alcaloides dérivés de la lysine | la lobéline, la -Utiliser en médecine comme agent
sparféine. stimulant de rythme cardiaque
Alcaloides dérivés de la I’éphédrine, 1a -Inhibe la sensation de douleur.
tyrosine et de la phénylalanine | papavérine
Alcaloides dérivés de I'acide La febrifugine -Antipyrétiques, anfiparasitaires et
anthranilique antitumorale.
Alcaloides dérivés de I'acide La nicotine Effet contre les attaques des
nicotinique herbivores et des insectes.
Alcaloides dérivés La pilocarpine -Utilisée en ophtalmologie dans le
de Phistidine traitement du glancome
Alcaloides dérivés du La quinine -Utilisée dans les traitements de la
tryptophane crampe nocturne de la jambe.
Alcaloides dérivés de La cocaine -Utilisée dans le domaine de
Pornithine I"odontologie.

2.1.3.3.1.3. Les terpenoides :

Le terme terpene innover par Kekulé, étre originaire : de I’arbre de terebinth : «
PistaciaTerebinthus » (Ayad, 2008).
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Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’un monomere a 5 carbones appelé isopréne, ces composés sont majoritairement
d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés par les plantes, organismes marins, les
champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011)

L’exploitation de ces composés s’effectuait sous forme d’huiles extraites de plantes (Huiles
essentielles) par le moyen de la distillation (Malecky, 2005).
2.1.3.3.1.3. 1. Structure des terpenoides :

Les terpenes sont des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte :
leur formule brute est (C SHX) n dont le x est variable en fonction du degré d’instauration de la
molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes qui peut atteindre plus de
100 (le caoutchouc). La molécule de base est 1’isopréne de formule CSHS
Le terme terpénoide (Terpénes) regroupent un ensemble de molécules tres différentes tant d’un
point de vue structurel que fonctionnel (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, Etc.) (Malecky,
2005.Benaissa, 2011).

Avec plus de 40 000 molécules connues, ils constituent probablement la classe la plus vaste et la

plus diversifiée de composés organiques végétaux (Aharoni et al., 2005).

Ou

Figure 08 : structure de base de 1’isopréne (khenaka, 2011).

2.1.3.3.1.3. 2. Classification des terpenoides

La classification des terpenoides est basée sur le nombre de répétitions de I’unité de Base
isoprene en donnant des hémiterpénes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes
(C20), sesterpénes (C25), triterpenes (C30), tetraterpénes (C40) et Polyterpenes (Mebarki, 2010).
Tableau 10 : Quelques exemples des différents types de terpenoides (Belbache, 2003).
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Squelette carbone Type de terpenocides Exemple de molécule

1 C5 Hemiterpéne Isopréne

2 C10 Monoterpéne Neérol, citronnelle,
huiles essentielles

3 Cl15 Sesquiterpénes B-cadinéne

4 c20 Diterpéne Scalaréol, phytol

(1] C3o Trterpéne Lanostérol

8 C40 Tetraterpene Caroténoides

=8 =40 Polyterpéne Caoutchouc

2.2. Les huiles essentielles :

2.2.1. Généralités :

Une huile essentielle est un extrait liquide trés complexe qui contient les principes actifs d'une
partie d'un végétal, c'est le résultat de I'extraction de I'essence d'une plante aromatique (Calvet,
2012).

Une huile essentielle est définie comme étant « un produit obtenu a partir d’une matiére premiere
d’origine végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par des procédés physique ; soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus,

soit par des distillations seche » (Duval, 2012).

2.2.2. Répartition :

Les huiles essentielles peuvent étre stockées, dans tous les organes végétaux : fleurs (origan),
feuilles (citronnelle, eucalyptus), bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), rhizomes (acore),
fruits (badiane) ou grains (carvi). Elles peuvent étre présentes a la fois dans différents organes
(Ochoa, 2005).

2.2.3. Biosynthese et composition chimique :

La cellule végétale est le siege de la biosynthése des composés fondamentaux de la matiére
vivante. Elle est capable de coordonner les multiples réactions enzymatiques conduisant a la
production d’huiles essentielles. Certaines cellules prennent en charge ces biosynthéses et
¢galement le stockage des métabolites formés. Il s’agit la de tout un ensemble de réactions
biochimiques participant a la vie des plantes : respiration, photosynthese, etc (Garnéro, 1996). Il en

résulte que les huiles essentielles, constituées des mélanges complexes de composeés organiques,
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possedent des structures et des fonctions chimiques trés diverses (Lahlou, 2004). Ces constituants
appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques
distinctes :

e Le groupe des terpénoides (isopréniques, monoterpénes, les sesquiterpenes, les diterpénes et les
triterpenes) (Clarke, 2008).

e Le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents.
Elles peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des

constituants non volatils (Bruneton, 1999).

2.2.4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de tres faible masse moléculaire
(Degryse et al., 2008). Elles sont trés inflammables et tres odorantes, liquides & température
ambiante. Exposées a l'air, les huiles essentielles se volatilisent. Elles ne sont que tres rarement
colorées. Leur densité est en général inférieure a celle de I'eau sauf les huiles essentielles de
sassafras, de girofle et de cannelle. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la

lumiere polarisée (optiquement active) (Bruneton, 1999; Desmares et al., 2008).

Elles ont parfois un toucher gras ou huileux mais ce ne sont pas des corps gras. Par évaporation,
peuvent retourner a I'état de vapeur sans laisser de traces, ce qui n'est pas le cas des huiles fixes
(olive, tournesol ...) qui ne sont pas volatiles et laissent sur le papier une trace grasse persistante
(Bernadet, 2000).

Elles sont liposolubles, entrainables a la vapeur d’eau. En ce qui concerne leurs propriétés
chimiques (Benayad, 2008). Par contre, elles sont solubles dans les solvants organiques usuels
(Bruneton, 1999). Les huiles essentielles sont constituées de différents composants : Terpénes,
aldéhyde esters, cétones, lactones....

2.2.5. Classification des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont classées usuellement selon la nature chimique des principes actifs
majeurs, plus rarement sur le mode d'extraction (infra), ou les effets biologiques (infra:
pharmalcosmeto ou sanitaire); selon GEORGES, 1979 on retient huit classes principales (les
carbures sesquiterpéniques et terpéniques, les alcools, les esters et alcools, les aldéhydes, les
cétones, les phénols, les éthers et les peroxydes) avec les composants importants suivants:

v Huiles essentielles riches en carbures terpéniques et sesquiterpéniques:

H.E de térébenthine (alpha-pinéne, camphene), H.E de genévrier (alpha-pinene, camphene,

cadinéne), H.E de citron (limonene)
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v" Huiles essentielles riches en alcools:
I-1.E de coriandre (linalol), H.E de bois de rose (linalol), H.E de rose (géraniol)

v" Huiles essentielles mélanges d'esters et d'alcools:
H.E de lavande (linalol, acétate de lynalyle), H.E de menthe (menthol, acétate de menthyle)

v' Huiles essentielles riches en aldéhydes:
H.E de cannelle (aldéhyde cinnamique), H.E de citronnelle (citral et citrannal), HE d'eucalyptus
citriodora (citronellal)

v" Huiles essentielles riches en cétones:
H.E de carvi (carvone), H.E de sauge (thuyone), H.E de thuya (thuyone), ME de camphrier
(camphre)

v" Huiles essentielles riches en phénols:
H.E de thym (thymol), H.E de sarriette (carvacrol), H.E d'origan (thymol et carvacrol), H.E de
girofle (eugénol)

v" Huiles essentielles riches en éthers:
H.E danis vert, de badiane (anéthol), H.E de fenouil (anéthol), H.E d'eucalyptus globulus
(eucalyptol), H.E de cajeput (eucalyptol), H.E de niaouli

v Huiles essentielles riches en peroxydes:
H.E de chénopode (ascaridol), H.E d'ail (allicine) Huiles essentielles sulfurées : H.E de cruciféres

et de Liliacées

2.2.6. Principaux domaines d’application

En raison de leurs diverses propriétés, les H.Es sont devenues une matieére d’importance
économique considérable avec un marché en constante croissance. En effet, elles sont
commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels comme en
pharmacie par leurs pouvoirs antiseptique, analgésique, antispasmodique, apéritif,
antidiabétique..., en alimentation par leur activité anti-oxydante et leur effet aromatisant, en
parfumerie et en cosmétique par leur propriété odoriférante.
2.2.6.1. Aromathérapie

L’aromathérapie est une forme de médecine alternative dans laquelle les H.Es ont une grande
importance car elles induisent de nombreux effets curatifs. Ainsi elles s’utilisent de plus en plus
dans diverses spécialités médicales telles que : la podologie, I’acupuncture, la masso-
kinésithérapie, 1’ostéopathie, la rhumatologie ainsi que dans I’esthétique (Sallé, 1991).

2.2.6.2. Agro-alimentaire

41



CHAPITRE 2 La phytothérapie et les huiles essentielles

En vertu de leurs propriétés antiseptiques et aromatisantes, les H.Es sont employées
quotidiennement dans les préparations culinaires (ail, laurier, thym,...). Elles sont également trés
prisees en liquoristerie (boissons anisées, kiimmel) et en confiserie (bonbons, chocolat,...). Leur
pouvoir antioxydant leur permet de conserver les aliments en évitant les moisissures,
conservation du smen par exemple par le thym et le romarin (Teissedre et al, 2000 ; Ismaili
Alaoui et al, 1990; Latloui et al, 1994).
2.2.6.3. Cosmétologie et parfumerie
Les H.Es sont recherchées dans 1’industrie des parfums et des cosmétiques en raison de leurs
propriétés odoriférantes. L’industrie de la parfumerie consomme d’importants tonnages
d’essences (60%) en particulier celles de rose, de jasmin, de violette, de verveine,...Les H.Es
sont aussi consommées en cosmétologie pour parfumer les produits cosmétiques : les dentifrices,
les shampoings, les cremes solaires, les rouges a lévres, les savons, etc (Seu-Saberno et al.,
1984).
Les produits d’hygiéne, détergents et lessives par exemple, consomment eux aussi beaucoup
d’H.Es pour masquer les odeurs (souvent peu agréables) des produits purs.
2.2.6.4. Pharmacie
Les essences issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation d’infusion
(menthe, verveine, thym,...) et sous la forme de préparations galéniques™. Plus de 40% de
médicaments sont a base de composants actifs de plantes, par exemple gastralgine est un digestif
anti-acide qui se compose d’H.E de carvi (Pharmacopée Européenne, 1999).
De méme, elles permettent par leurs propriétés aromatisantes de masquer 1’odeur désagréable
de médicaments absorbés par voie orale. Aussi beaucoup de médicaments vendus en pharmacie
sont a base d’H.Es comme par exemple les collyres, les crémes, les élixirs,...( Richard, 1999).
2.2.7. Toxicité des huiles essentielles

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue ; on manque aussi des données
sur leurs éventuelles propriétés mutagénes, tératogénes ou cancérogenes (Bruneton, 1993). La
plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en
vue d’évaluer le risque que représente leur emploi. Il existe quelques huiles essentielles dont
certains composés sont capables d’induire la formation de cancer, c’est le cas par exemple de
dérivés d’allybenzéne ou de propenylbenzéne comme le safrole, 1’estragole, la B-arasone, et le

methyl-eugénol (Guba, 2001).

Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisée avec une

extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de tres graves dangers lors d'une utilisation
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aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité d'emploi de ces essences
en absorption interne ou en application externe, en ignorant que certaines sont plus rapidement
dangereuses que les autres: absinthe, armoise, chénopode, sauge officinale, hysope, thuya, tanaisie,
aneth, rue, anis, carvi, romarin (BERNADET , 2000).

D'autres sont a éviter durant la grossesse, ou interdites aux personnes souffrant d'épilepsie,
d'hypertension ou d'affections dermatologiques (BREMNESS, 1998).

Cet aspect de la connaissance des huiles essentielles est d'autant plus important que le
développement de pratiques telles que I'aromathérapie et autres, conduisent a une utilisation souvent
abusive. L'automedication est dangereuse, souvent favorisée par le fait que bon nombre de ces
produits sont distribués en dehors du secteur pharmaceutiqgue (BRUNETON, 1999).

En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué par voie orale faible ou trés
faible: une DL 50 comprise entre 2 et 5 g/kg pour la majorité des huiles couramment utilisées: anis,
eucalyptus, girofle... .ou le plus fréqguemment supérieure a 5 g/kg (camomille, citronnelle, lavande,
marjolaine, vétiver, etc.). D'autres ont une DL5o inférieure a Ig/kg: I'huile essentielle de boldo (0.13
g/kg, convulsions apparaissent dés 0.07 g/kg); I'essence de moutarde (0.34 g/kg); l'origan et la
sarriette (1.37 gfkg); le basilic, I'estragon et I'hysope (1.5 ml/kg). Tandis que la toxicité chronique
est assez mal connue (BRIJNETON ,1999). Reste a savoir que dans leur emploi externe, les
risques de toxicité sont fortement réduits (BERNADET ,2000).

Les huiles essentielles peuvent provoquer: agitation, tremblements généralisés, coma, hématurie,
néphrite aigu, ivresse, congestion cérébrale et pulmonaire, dépression du tonus sympathique,
hallucination, spasmes musculaires etc. Dans certains cas la neurotoxicité de quelques huiles peut
nécessiter I'hospitalisation (BRUNETON ,1999). En ce qui concerne leur cancérogénicité, il faut
noter la présence de constituants "allyl et propénylphénols™ de certaines huiles qui sont capables
d'induire I'apparition de cancers (chez les rongeurs). Mais actuellement, I'apiol, le dillapiol,
I'eugénol et la myristicine ne sont pas considérés comme cancérogéenes. Ainsi le cinnamaldéhyde

n'induit pas I'apparition de tumeurs, dans certaines conditions (BRUNETON, 1999).

2.2.8. Les techniques d’extraction des huiles essentielles :

Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent identiques quelque
soit le « type » d’extraction utilisé. Il est nécessaire dans un premier temps d’extraire de la matiere
végetale les molécules aromatiques constituant 1’huile essentielle, puis dans un second temps de

séparer ces molécules du milieu par distillation (Lucc, 2005) (Figure 9).
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Figure 9: les étapes de I’extraction des huiles essentielles (Lucc, 2005).

2.2.8.1. La distillation :

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant I'entrainement des substances
aromatiques grace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée a I'neure actuelle. La méthode est
basée sur I'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure aux points d'ébullition des
deux composeés, I'huile essentielle et I'eau, pris séparément. Ainsi, les composés volatils et I'eau
distillent simultanément a une température inférieure a 100 °C sous pression atmosphérique
normale. En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par Sa vapeur d'eau sans subir
d'altérations majeures (Franchomme et al., 1990). Il existe précisément trois différents procédés
utilisant ce principe : I'hydrodistillation, I'hydrodiffusion et I'entrainement a la vapeur d'eau.
Beaucoup de confusions regnent autour de l'utilisation de ces trois termes. Quelques
éclaircissements s'imposent donc (Lucchesi, 2005).

2.2.8.1.1. L'hydrodistillation (water distillation) :

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel
végétal est immerge directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le
tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogéenes sont condensees dans un réfrigérant et

I'nuile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile essentielle étant
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plus légéere que l'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de I'hydrolat
(Lucchesi, 2005).

2.2.8.1.2. La distillation par entrainement a la vapeur d'eau (steam istillation) :

A la différence de I'nydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I'eau et la
matiére végétale a traiter. Le principe de la distillation a la vapeur d'eau consiste a faire passer la
vapeur d'eau a travers la plante a une température adéquate pour detruire les cellules végetales,
libérer les molécules aromatiques et les entrainer dans un serpentin de refroidissement. La, les
vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un mélange «eau + huile essentielle».
Recueillies dans un essencier, I'huile essentielle et I'eau florale se séparent par simple différence de
densité. L'absence de contact direct entre l'eau et la matiere végétale, puis entre l'eau et les
molécules aromatiques évite certains phénomeénes d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la
qualité de I'huile (Neffati, 2010).

2.2.8.1.3. L'hydrodiffusion :

Est une variante de 1’entrainement a la vapeur (Figure 10). Dans le cas de ’hydrodiffusion, le
flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant. Cette technique exploite ainsi l’action
osmotique de la vapeur d’eau.

Le principe de cette méthode réside dans I'utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser
le mélange « Vapeur d’eau + huile essentielle » dispersé dans la matiere végétale. Comme pour
I’entrainement a la vapeur d’eau, I’hydrodiffusion présente I’avantage de ne pas mettre en contact le
matériel végétal et ’eau. De plus, ’hydrodiffusion permet une économie d’énergie due a la
réduction de la durée de la distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur (lucc,
2005).
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Figure 10 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante (Lucc, 2005).

2.2.8.2. Extraction par micro-ondes :

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelé Vacuum Microwave Hydrodistillation (VMHD)
consiste a extraire 1’huile essentielle a 1'aide d'un rayonnement micro-ondes d'énergie constante et
d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau de constitution de la matiére végétale traitée entre
dans le processus d'extraction des essences. Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-
ondes et de la pression réduite de facon séquentielle dans I'enceinte de I'extraction, I'eau de
constitution de la matiére vegétale fraiche entre brutalement en ébullition. Le contenu des cellules
est donc plus aisément transféré vers I'extérieur du tissu biologique, et I'essence est alors mise en
ceuvre par la condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats.
Cette technique présente les avantages suivants : rapidité, gain de temps, d'énergie et d'eau, extrait
dépourvu de solvants résiduels (Chemat, 2009 ; Brian, 1995 ; Mompon, 1994) (Figure 11).
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Figure 11: Systeme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes (Lucchesi et al., 2004)

2.2.8.3. L’extraction au CO2 supercritique :

L’extraction par fluides supercritiques a pris ces dernieres années beaucoup d’essor concernant
I’extraction des extraits végétaux. Le principal avantage de cette technique est celui de combiner les
caractéristiques des gaz et des liquides pendant le processus d’extraction. En outre tous les
processus de dégradation possibles tels que 1’oxydation ou I’isomérisation sont réduits au minimum
du fait que le temps d’extraction y est réduit. Au-deld du point critique (P= 73,8 bars, T°=31,1°C),
le CO, possede des proprietés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui lui

confére un bon pouvoir d’extraction (Piochon, 2008) (Figure 12).
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Figure 12: Schéma du principe de la technique d’extraction par le CO2 supercritique
(Pourmortazavi, 2007).

2.2.8.4. Extraction par les solvants et les graisses :

Il s'agit d'extraits des plantes obtenus au moyen de solvants non aqueux. Ces derniers peuvent
étre des solvants usuels utilisés en chimie organique (hexane, éther de pétrole) mais aussi des
graisses, des huiles (absorption des composés volatils lipophiles par des corps gras) ou méme
encore des gaz. Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau si bien que les extraits
ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon nombre des composés
non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres (Richard, 1992 ;
Robert, 2000). Dans le cas des extraits a l'aide de corps gras, un lavage a I'éthanol permet
I'élimination de ces composés non désirables. La solution alcoolique ainsi récoltée est refroidie
jusqu'a -10 °C pour en séparer les cires végétales qui se solidifient. Aprés distillation de l'alcool, le
produit obtenu est appelé "absolu™ et sa composition se rapproche de celle d'une huile essentielle
(Proust, 2006).

L'extraction a l'aide des solvants organiques pose un probléme de toxicité des solvants résiduels
ce qui n'est pas négligeable lorsque I'extrait est destiné aux industries pharmaceutique et agro-
alimentaire (Bruneton, 1999).

2.2.8.5. Expression a froid :

Le procédé de I’expression a froid est plus rentable que 1’hydrodistillation pour I’obtention
d’huiles essentielles de zestes d’hespéridés. Le principe en est basé sur la rupture ou la dilacération
des parois des sacs oléiferes contenues dans I’écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces

sacs sur les parois, via une gamme variée d’appareillage (Roux, 2008 ; Florent, 2011).
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2.2.9. Conditions de conservation et de stockage

Une huile essentielle se conserve dans un contenant propre et sec en aluminium vernissé, acier
inoxydable ou en verre teinté de maniére a le protéger de la lumiere. Ce contenant doit étre étanche
et permettre de limiter le contact avec 1’air (il est possible d’utiliser un gaz inerte ou de 1’azote),
d’ou I'intérét de remplir intégralement le flacon avec 1’huile essentielle. Le stockage doit se faire a
I’abri de la lumiére et de chaleur. Ces exigences s’appliquent tant au stockage chez le producteur
qu’au conditionnement utilisé pour la vente au détail.

L’utilisation de contenants en plastique parfois constatée est a éviter en raison du risque

d’interactions entre le produit et la matiére plastique (Morel, 2008 ; AFSSAPS, 2008).

2.2.10. Analyses des huiles essentielles et critéres de qualité

Seulement une connaissance détaillée des constituants d'huile essentielle ménera a une utilisation
appropriée (Buchbauer, 2000), Selon la Pharmacopée, le contrdle des huiles essentielles s’effectue
par differents essais. Ce contréle a pour but de définir les caractéristiques physico-chimiques de
I'nuile essentielle comme masse volumique, indice de réfraction, indice d'acide, indice d'ester, etc.
Ces caractéristiques propres a chaque huile seront ensuite utilisées pour décrire I'huile essentielle et
servir de critére de qualité. (Afnor, 1996 ; Iso, 1997).

D’autres types d’analyse qui ont pour but d'identifier les differents constituants de I'huile
essentielle afin d'en connaitre la composition chimique : la chromatographique en phase gazeuse
GC et la chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse GC/MS.
(Bourkhiss et al., 2007 ; bouguerra,2012).
2.2.10.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est un outil incontournable dans 1’analyse des HE. Cette
technique d’analyse est utilisee de puis le milieu du siecle dernier. Elle s’est rapidement imposée de
par son codt relativement modéré, son automatisation, sa robustesse ainsi que sa large gamme de
colonnes et de détecteurs disponibles. Son principe repose sur la séparation de composés volatils
selon leurs affinités pour la phase stationnaire (colonne).

L’analyse des composes liquides ou solide impose donc la necessite de les volatiliser a haute
température. Ce point étant son inconvénient majeur. Plusieurs détecteurs sont utilisés pour
I’analyse des HE, principalement, le détecteur a ionisation de flamme (FID) et le détecteur a
conductibilité thermique (TCD) (EL-HACI, 2015).
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2.2.10.2. La chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse GC/MS
Le détecteur SM permet, via les spectres, de donner des informations sur la structure des composee
d’une HE permettant ainsi leur identification. En sortie de colonne (partie CPG), le compose elue
est bombarde par un faisceau d’electrons de haute energie (70ev). La molecule s’ionise et se
fragmente en differents ions. Ces ions sont separes selon leur rapport masse/charge (m/z). Cette
séparation se fait dans le quadripole. Tout le processus se fait a vide afin d’climiner toutes les

entites non chargees positivement et d’augmenter la duree de vie des ions formes (EL-HACI,

2015).

2.2.11. L’activité antioxydante des huiles essentielles:

Les HEs sont des composés qui possédent de fortes propriétés antioxydantes. Les donnés de la
littérature montrent une mise en évidence de certaines relations entre la structure HS et 1’activité
antioxydante (Bolwer et al., 1995). Parmi les agents qui augmentent cette activité le nombre des
groupements hydroxyles sur le noyau B, quand le nombre augments I’activité augmente (Cook

et Samman, 1996).

Cette approche est attestée par la chimie de plusieurs tests développés pour doser l'activité
antioxydante d'extraits naturels ou de composés phytochimiques isolés, basés sur la réaction de
l'antioxydant potentiel avec certains radicaux persistants colorés (exp DPPHe ou ABTSe +) ou avec
certaines especes non-radicalaires oxydantes telles que les ions Fe3 + (par exemple, dosage FRAP)
(Amorati et al., 2013).

2.2.11.1. Méthodes de détermination de I’activité Antioxydante

Il existe plusieurs méthodes spectrophotométriques de détermination de I’activité antyoxydante

- le test de 1’acide 2,d-azino-his-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) .
-le test du 2,2-diphenyl picrylhydrazyl (DPPH).
- Le test de FRAP.

2.2.11.1.1. Le test ’ABTS
L’extrait de plante est mis en contact avec les radicaux libres d’ABTS préformés et I’absorbance
est lue avec un spectrophotométre a 734 nm. Les radicaux libres d’ABT S sont fondamentalement
créés de deux manieres : A partir de ’ABTS et du persulfate de potassium K2S208 : les deux
produits en solution aqueuse sont mélangés et mis a 1’abri de la lumiere pendant 12- 16H ;
1’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée a 0.700 + 0.020 a 734 nm avant 1’usage. A

partir de ’AB TS et deux chlorure du 2, 2’-azobis (2-amidino-propane) (AAPH) jouant le role
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d’initiateur de réaction dans le tampon phosphate salin (PBS) a pH 7.4. Le mélange est chauffé
a 68°C. 1’absorhance de la solution obtenue (bleu — vert) est ajustée a 0,650+ 0,020 a 734 nm
(Kim et al., 2003).

L’activité antioxydantc de I’extrait est comparée a celle d’un antioxydant de référence en termes
d’équivalence ou en termes d’inhibition. Les réactions qui se déroulent peuvent etre du type ABTS
/ thrans-3,3’,4°, 5,7-pentahydroxyflavan (catéchine) ou ABTS / 1, 3,5- trihydroxybcnzene
(phloroglucinol) (Fernyhough et al., 2006).
2.2.11.1.2. Le test du DPPH

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violette intense. La mesure de l'efficacité d’un
antioxydant (capacité a fixer des radiaux libres, donc arréter la propagation de la réaction en
chaine) (Rolland, 2004).

Lorsqu'une solution de DPPH est mélangée avec une substance qui peut donner un hydrogene
(Figure 13), alors cette réaction donne lieu a la forme réduite avec perte de la couleur violette (avec
une couleur jaune pale résiduelle du groupement picryl encor présent).

Ce dernier subira d'avantages de réactions ct réagira avec une autre molécule de la méme espeéce.
Produite par une réaction parallele avec inhibition du radical.

Ainsi le DPPH visa a représenter un radical libre dont l'activité doit étre supprimée par la

- O

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylliydrazine (non radicalaire)
Figure 13: Structure du DPPH (Rolland, 2004).

substance antioxydante (polyphénols)

2.2.11.1.3. Le test FRAP

Les métaux sont en général les meilleurs initiateurs de réactions en chaine susceptibles de
déséquilibrer la balance du stress oxydatif en faveur de prooxydants. Parmi ces métaux, le cation
ferrique Fe3+ est le plus actif et on le retrouve souvent dans les aliments d’origine végétale ou
animale. Le pouvoir réducteur d’un extrait vis-a-vis du cation ferrique peut étre considéré comme

un indicateur de son activité antioxydante. L’activité antioxydante, non enzymatique, d’inhibition
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de radicaux libres et de la peroxydation lipidique, est généralement contrélée par des réactions
d’oxydo-réduction ; la méthode FRAP peut étre une bonne méthode pour investiguer le pouvoir
antioxydant d’un extrait en évaluant son pouvoir de réduction du cation ferrique.

La capacité totale en antioxydant de chaque extrait de plante est déterminée par la méthode
Hinneburg adaptée par Lamien- Meda et al. en 2008. Le dosage consiste a reduire a réduire le
complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(lll)-TPTZ] de couleur jaune en complexe ferreux
[(Fe(Il)- TPTZ] de couleur bleu, sous I’action d’un antioxydant par un transfert d’¢électron (Figure
14). La variation de la coloration est mesurée 700 nm.

+ AH

| PRI —
-

-

Fe (II)-TPTZ Fe (I)-TPTZ

Figure 14: Mécanisme réactionnel du test FRAP (Lamien- Meda et al., 2008)
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3. Les plantes étudiées
3.1. Haloxylon articulatum Boiss

La famille des Chenopodiaceae comprend 1400 espéces réparties en 103 genres,
cosmopolites, habitant surtout les régions arides du globe. Beaucoup d’espéces sont
halophiles, nitrophiles ou rudérales. Le genre Haloxylon comprend 10 espéces, réparties en
Méditerranée et Asie aride (Emberger, 1960).
3.1.2. Synonymes :

Haloxylon scoparium Pomel (Ozenda, 1958 ; Quezel et Santa, 1963); Hammada scoparia
(Pomel) Iljin. ; Arthrophyton scoparium Pomel (Quezel et Santa, 1963) ; Haloxylon

tamariscifolium Pau. (Ozenda, 1958).

3.1.3.Systématique :

Selon la classification phylogénétique (APG 11, 2003) H. articulatum appartient aux taxa

suivants :

Embranchement : Spermaphytae.
Sous-Embranchement :  Angiospermae.

Classe : Magnoliophyta.

Ordre : Caryophyllales ou Sapindales.
Famille : Chenopodiaceae.

Genre : Haloxylon.

Espéce : articulatum Boiss.

3.1.4. Noms vernaculaires :
Arabe :Remt (<« ), Nadjrem (Quezel et Santa, 1963).
Francais : saligne a balai (IUCN, 2005).

3.1.5. Description botanique :

H. articulatum est un arbrisseau a tiges gréles dressées, portant des rameaux érigés, verts foncés
noircissant en séchant (Ozenda, 1958) et cylindriques, souvent articulés, sans feuilles distinctes,
assez proches des Anabasis par leurs caracteres botaniques (Mohammedi, 2013). Les épis floraux
sont courts groupées au sommet des rameaux (Figure 15). Ses fleurs sont discrétes mais a la fin de
I’automne, quand I’humidité a été suffisante, 1’extrémité de ses rameaux se couvre de fruits entourés

d’une couronne d’ailes membraneuses brillantes et vivement colorées de rose ou de rouge
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(Mohammedi, 2013) de 7 mm de diamétre (Quezel et Santa, 1963). Ce paturage amer est méprisé

par le bétail qui ne le broute que par nécessité (Mohammedi, 2013).

Tiges Fleurs

Figure 15 : Morphologie de Haloxylon articulatum Boiss (Fasla, 2009).

3.1.6. Aire de répartition géographique :

Se développant dans les regs, les sols un peu salés ou gypseux, H. articulatum est trés commun
dans tout le Sahara septentrional jusqu’au Tademait (Ozenda, 1958) ; et est distribué en Espagne du
sud-est, I'lran, la Turquie, I'lrak et la Syrie (Ben Salah et al., 2002).

3.1.7. Utilisation en médecine traditionnelle :

C’est une plante utilisée en médecine traditionnelle comme reméde pour le traitement des
désordres de I’oeil et de la vision, des maladies de la peau, du diabéte sucré (Bellakhdar, 1997 ;
Allali et al., 2008) et de I’hypertension (Eddouks et al., 2002), les problémes de digestion, les
piqures des scorpions (Mohammedi, 2013) mais aussi pour le traitement du cancer, des hépatites,
des inflammations, et de 1’obésité. on rapporte aussi que I’extrait aqueux de cette plante présente

une activité anticancéreuse, et larvicide (Sathiyamoorthy et al., 1999).
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3.1.8. Composition et propriétés biologiques :

Haloxylon articulatum renferme des polyphénols, des saponosides et plus particuliérement des
alcaloides, ainsi des dihydroisocoumarines. H.articulatum de 1’ Algérie contient la cargenine, et la
N-méthylisosalsoline comme alcaloides majoritaires type tétrahydroisoquinoline et la isosalsoline,
salsolidine, isosalsolidine, déhydrosalsolidine, tryptamine et la N-méthyltryptamine comme

alcaloides minoritaires (Benkrief et al., 1990 ; Mohammedi, 2013).

Les feuilles contiennent des flavonols triglycosides , I’isorhamnétin 3-O-B-Dxylopyranosyl- a-L-
rhamnopyranosyl-p-D-galactopyranoside, I’isorhamnétin 3-0-B- D-apiofuranosyl-a-L-
rhamnopyranosyl-p-D-galactopyranoside,  I’isorhamnétin ~ 3-O-a-  L-rhamnopyranosyl-a-L-
rhamnopyranosyl-p-D-galactopyranoside (Benkrief et al., 1990 ; Mohammedi, 2013).

Les parties aériennes sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter les désordres et les
problémes de 1’oeil et la vision, les problémes de digestion, les dermatoses, les piqures des
scorpions. Les extraits aqueux ont un pouvoir anticancéreux, anti-spasme et larvicide. In vivo,
Bourogaa et al. (2012) ont démontré que les extraits aqueux des feuilles de H. articulatum exercent

une activité hépatoprotectrice chez le rat.

En Algérie la tisane de la partie aérienne utilisée pour leur effet antidiabétique et, la poudre de H.
articulatum pour les inflammations (BOUKHALFA, 2014).

3.1.9. Activité biologique

Haloxylon articulatum appartient a un groupe de plantes appelées les halophytes. Ces plantes ont
la capacité de croitre dans des conditions de stress abiotique comme la haute salinité et la haute
température. Cette capacité remarquable résulte du développement de mécanismes de défense et la
syntheése de molécules congues pour résister aux conditions extrémes de I’environnement. De ce fait
ces plantes sont tres riches en molécules bioactives, et sont considérées comme une potentielle
source de nouveaux médicaments (Ksouri et al., 2012).

Plusieurs travaux ont été réalises sur différents extraits de H. articulatum, et différentes activites
biologiques ont été prouvées. Des extraits aqueux et méthanolique, administrés a des rats traités par
I’éthanol, ont diminué d’une fagon importante, le stress oxydative et l’altération hépatique
engendrés par la toxicité de 1’éthanol (Bourogaa et al., 2013 ; Bourogaa et al., 2014). Ces activités
hépato-protective et antioxydante, ont été reliées a la présence de composés phéenoliques dans la
plante (Bourogaa et al., 2014). De plus dans un autre travail, I’équipe de Bourogaa a aussi

démontré que H. articulatum est efficace contre les cellules leucémiques, et les molécules
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responsables sont les flavonols triglycosides (Bourogaa et al., 2011). D’autre part H. articulatum
s’est révélée aussi puissante contre les mollusques, plusieurs extraits ont été testés, et leur activité
molluscicide a été prouvée. Ces travaux ont aussi identifié la molécule ayant la plus importante
activité, il s’agit d’un alcaloide, le N- methylisosalsoline (Mezghani-Jarraya et al., 2009).
Récemment un extrait éthanolique de H. scoparia, a montré une activité d’inhibition de la mélano-
genése in vitro, cette activité a été attribuée au catéchol et a des dérivés tétrahydroisoquinoliniques
(Chao et al., 2013).

3.1.10. Phytochimie

Peu de travaux ont été realisé sur la phytochimie de H. articulatum (Ben Salah et al., 2002).
Cette plante contient des polyphénols avec une part substantielle de flavonoides, des diterpénes qui
peuvent expliquer ses différentes activités pharmacologiques. Les hirseines A et B, deux daphnane
diterpénoides, se sont avérées inhiber la mélanogénese dans les cellules de mélanome murin B16
(Miyamae et al., 2009). Cependant les alcaloides représentent 2 a 4.5% : anabasine, aphyllidine et
lupinine (IUCN,2005).

Les principales molécules isolées et identifiées sont montrées dans le tableau 11.
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Tableau 11: La composition chimique de Haloxylon articulatum.

Métabolites secondaires

Classe

Nom chimique

Références

Alcaloides

Tétrahydroisoquinolines

- Carnégine
- N-methylisosalsoline

Isoquinolines

-Isosalsoline
-Salsolidine
-Dehydrosalsolidine

Indole -Tryptamine
-N-méthyltryptamine

Isoquinolone N-méthylcorydaldine

B-carboline 2-Méthyl-1,2,3,4- tétrahydro--

carboline

Benkrief et al.,
1989.
El-Shazly, 2003.

Composés phénoliques

Flavonol triglycosides

Isorhamnetin 3-0- -D-
xylopyranosyl-(1""->3"")-a -L-
rhamnopyranosyl-(1"'=>6")-p —
D galactopyranoside

Isorhamnetin 3-O-B-D-
apiofuranosyl-(1""->2")[a -L-
rhamnopyranosyl-(1""->6")]-B -
D-galactopyranoside

Isorhamnetin3-0-a -L-
rhamnopyranosyl-(1"'=>2") [a -
L-rhamnopyranosyl-(1""->6")]-B
-D-galactopyranoside

Ben Salah et al.,
2002.

Flavone

Chrysoeriol

Phénol simple

Catéchol

Acides phénols

-Acide coumarique
-Acide cinnamique
-Acide cafféoylquinique

Chao et al,,
2013.
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Dans les figures 16 et 17 nous reportons en exemple quelques composeés isolés de cette espece.

R=H-: Isorhamnétol-3-O- £ -D-robinobioside

Figurel6: Flavonoide isolé de Haloxylon articulatum (BELHADJ-TAHAR, 2018).
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H,CO HN—CH,
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; H
[ 7 L A
Y £ LR
o) HOR h o,
R=H : Triptamine éléagnine

R=CH; : N-w-méthyltriptamine

Figure 17 : Exemple d’alcaloides isolés de Haloxylon articulatum (BELHADJ-TAHAR,
2018).

3.1.11. Activités Antioxydante

Une étude faite par Haida.S et al., (2020) a confirmer la richesse d'Haloxylon articulatum en
antioxydants naturels (ou polyphénols), ce qui peut expliquer la I'intérét de son utilisation en
médecine traditionnelle. L'activité antioxydante de ces composés est principalement due a leurs
propriétés redox qui les font agir comme agents réducteurs, et peuvent également étre des donneurs
d’hydrogéne (Lobo et al., 2010). De plus, la synergie entre I'antioxydant composes dans le mélange
rend l'activité antioxydante non seulement dépendant de la concentration, mais aussi de la structure

et de l'interaction entre les antioxydants (Djeridane et al., 2006).
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3.1.12. Toxicité

Haloxylon articulatum peut induire une thrombocytopénie, plutdt produire des perturbations dans
la cascade de coagulation. Ces perturbations sont fréquemment associées a une toxicité hépatique

aigué et a une maladie hépatique chronique (Lisman T et al, 2010).

Kharchoufa L et al en 2020 montrent que I’extrait de H.articulatum est considéré comme
légérement toxique. Les résultats de 30 jours de toxicité subaigué par voie orale ont indiqué que
I'extrait de H.articulatum présentait une toxicité pour le foie chez le rat déterminée par des analyses
hématologiques, biochimiques sériques et/ou histologiques a des concentrations élevées (1000
mg/kg et 2000 mg/kg). Ces résultats fournissent des données préliminaires précieuses sur le profil
toxique du SH. Par conséquent, d'autres évaluations (telles que des études de génotoxicité, de
toxicité subchronique, de reproduction et de toxicité des composés) sont nécessaires pour procéder

aux études cliniques de cette plante.
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3.2.Thymelaea hirsuta

3.2.1. Généralité

Les Thymelaeaceae sont une petite famille de dicotylédones composée de quelque 1200 espéces
réparties en 67 genres, bien que certains auteurs n’en répertorient qu’une cinquantaine (Ferrari,
2002). Elle constitue 1’une des principales familles parmi les neufs formant 1’ordre des Malvales
(Judd et al., 2002).

En étymologie, les thymélées doivent leur nom générique a une espece dont les feuilles
ressemblent a celles du thym et le fruit a une petite « olive », du grec « elaia » (Beniston, 1984).

Les Thymelacaceae sont représentées par une dizaine d’espeéces appartenant aux genres
Thymelaea et Daphne (Bruneton, 1999). Les membres de cette famille sont répandus dans les
zones tropicales et tempérées de la planéte, particulierement en Afrique (Figure 18), mais sont
absents dans les régions aux climats les plus froids (Borris et al., 1988 ; Herbada, 2006 ; Vernon
et al., 2007).

Figure 18: Carte de répartition  géographique des Thymelaeaceae
(Heywood, 1996).
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3.2.2. Description botanique
Thymelaea hirsuta est une plante arbustive vivace a feuilles persistantes appartenant a la

Famille Thymeleaceae, communément appelé «Methnane», pousse abondamment en Méditerranée,
plaines cotiéres, La partie aérienne de cette espece a traditionnellement été utilisé comme décoction
dans le traitement du diabéte et hypertension (Le Floc’h, 1983). T.hirsuta a été utilisé en médecine
populaire pour son anti-mélanogenese (Kawano et al., 2007), antioxydant (Djeridane et al., 2006;
Kadri et al.,, 2011), hypoglycémique et antidiabétique (EI Amrani et al., 2009) et anti-
inflammatoire et antiarthritique (Azza etOudghiri, 2015).

Selon Batanoumy, (2005), Thymelaea hirsuta est une plante vivace ne mesurant pasplus
d’un métre de hauteur (Figure 19). Sa souche est ligneuse, forte et porte de nombreux rameaux
tombants (Pausas et al., 2006) garnis de nombreuses petites feuilles de 6mm environ, ovales
presque imbriquées, épaisses, luisantes au-dessus et cotonneuses en dessous (Jeanmonod et
Gamisans, 2007).

Dans les conditions climatiques favorables, la floraison débute & partir du mois d’octobre et
s’étale jusqu’en avril (Jeanmonod et Gamisans, 2007). La plante porte sur des pieds différents,
soit des fleurs unisexuées, soit des fleurs hermaphrodites (Jeanmonod et Gamisans, 2007 ;
Renner, 2001).

Selon Dommée et al., (1984), les pieds bisexués sont d’abord maéles, deviennent femelles
ultérieurement. L’abondance de cette catégorie pourrait indiquer I’'importance de la moncecie d’une
espece considérée jusqu'a présent comme essentiellement dioique. Les fleurs de cette plante sont
groupées entre 2 et 5 périanthes jaunatres a I’intérieure, blanches, soyeuses et pubescentes a
I’extérieur (Beniston, 1984 ; Somon, 1987).

Les petites fleurs de 5mm polygames et sans bractées se trouvent sur les rameaux ou sur les
ramifications naissantes, sub-sessiles et insérées les unes a c6té des autres par 1’intermédiaire d’un
court pédicelle sur I’extrémité renflée de I’axe de I’inflorescence ; le pédicelle avec ses longs
poils recouvrent la base de la fleur. Le calice pétaloide, poilu a I’extérieur, glabre a I’intérieure, se
divise a la partie supérieure en quatre sépales étalées ethuit étamines soudées (Cuvier, 1825 ;
Deramchia, 2018). Le style filiforme et latéral (Villars, 1807 ; Deramchia, 2018) est terminé par
un stigmate légérement velu (Deramchia, 2018).

Deux types de fleurs peuvent étre distingues, méles et femelles. Les fleurs males verdatres ont un
calice cylindrique (Figure 19 B), alors que celles femelles sont jaunatres a calice renflé (Figure 19
C).
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Figure 19 : Thymelaea hirsuta (Linné) Endlicher (Photos originales). A- feuilles cotonneuses.

B- fleurs males. C- fleurs femelles (Deramchia, 2018).

3.2.3. Biologie et Ecologie

Thymelaea hirsuta est un végétal autotrophe par photosynthése chlorophyllienne et entomogame
dont la dispersion du pollen est assurée par les insectes. C’est une espéce vicariante et chaméphyte
frutescente. Elle vit dans les régions méditerranéennes et saharo-arabique, ou se trouve un climat
semi-désertique (les terres arides), dans les lieux rocailleux et sablonneux ou les rochers siliceux
maritimes (Cornara et al., 2005). Selon Shenbrot (2004), Thymelaea hirsuta est présente dans la
partie méridionale des montagnes centrales du Néguev ou les précipitations annuelles sont de
I’ordre de 180 a 300mm.

Les éléments nutritifs de Thymelaea hirsuta au printemps sont sensiblement plusélevés que ceux
présents en été. Ce constat est lié a la différence des éléments nutritifs disponibles dans le sol, la

salinité des sols et la quantité de roches exposées. Ces facteurs semblent étre les plus importants,
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influencant a la fois la phytomasse et la teneur minérale de la plante (Shaltout, 1992). Il semble que
la salinité du sol, sa faible teneur en humidité et ses températures extrémes favorisent les activités
phénologiques de Thymelaea hirsuta (Shaltout, 1987).

La survie de Thymelaea hirsuta est assurée par la reproduction sexuelle qui s’est avérée étre le
seul moyen de régenérer naturellement les populations, par contre la reproduction végétative est
difficile a mettre en ccuvre (Minuto et al., 2004).

Les propriétés biologiques de la partie aérienne de T. hirsuta a été rapportée comme étant des
inhibiteurs efficaces de la -glucosidase in vivo (Bnouham et al., 2012 ; Abid et al., 2014) .Des
extraits hypoglycémiants et antidiabétiques de cette plante ont eégalement été mis en évidence (El
Amrani, 2009). 1l a montré une inhibition significative de la croissance antitumorale des cellules
HT-29 du cancer du c6lon humain (Akrout et al., 2011) et un effet antimélanogenese sur les
cellules de mélanome murin B16, en utilisant un extrait de feuilles. Des effets antibactériens et
antifongiques des extraits de T.hirsuta ont également été rapportés (Trigui et al., 2013 ; Amari,
2015).

3.2.4. Classification

3.2.4.1 .Classification botanique

Régne : Végetale

Sous régne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida ou Dicotylédones
Sous classe : Rosidae

Ordre : Malvales

Famille : Thymelaeaceae

Genre : Thymelaea

Espéce : T. hirsuta (L.) Endl., 1847

L’étude de la morphologie florale des Thymelaeaceae a mis en évidence la confusion régnant
dans les relations taxonomiques au sein de cette famille (Heining, 1951). Il a été affirmé que les
Thymelaeaceae peuvent étre apparentées aux Tiliaceae ou aux Flacourtiaceae. Alors que les
caractéristiques de morphologie polliniqgue ont amené a justifierque les Thymelaeaceae peuvent étre

tres fortement apparentées aux membres crotonoides des Euphorbiaceae et aux Buxaceae, mais pas
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aux familles des Celastraceae, Combretaceae, Dichapetalaceae, Elaeagnaceae, Flacourtiaceae,

Penaeaceae, Proteaceae et Tiliaceae (Erdtman,1952).

3.2.4.2. Classification phylogénétique

La derniere décennie a vu se développer la cladistique moderne, ou systématique moléculaire,
basée sur 1’analyse des séquences de géne ou d’ADN (Van der bank et al., 2002 ;Herbada, 2006)
dont le principe fondamental est que la preuve d’une parenté phylogénétique entre différents taxons
n’est fournie que s’ils partagent les mémes caractéres dérives (synapomorphies). Ainsi, la
délimitation de I’ordre des Malvales par Alverson et al. (1998), reprise par PAPG (1998)
(Angiosperm Phylogeny Group), ou s’y trouve les Thymelacaceae, qui eétaient jusque-la souvent
associées aux Myrtales.

La classification des Thymelaeaceae dans 1’ordre des Malvales « étendu » est d’ailleurs
confortée par d’autres caractéres, comme par exemple la présence d’acides gras cyclopropaniques
(Vickery, 1980 ; 1981), de cellules mucilagineuses et d’écorces fibreuses robustes dans cette
famille (Dahlgren et Thorne, 1984).

Classification phylogénétique des Thymelaeaceae (Anonyme, 2005) :

Classe : Rosopsida
S/Classe : Rosidae
Ordre : Malvales
Famille : Thymelaeaceae

3.2.5. Composition chimique et utilisation

Les thymeleaceae on fait 1’objet de nombreuses études phytochimiques (Borris et al., 1988 ;
Baba et al., 1987 ; Yanz et al., 1987). Les esters diterpeniques de type tigliane, daphnane sont la
classe de composées les plus caractéristiqgues des thymelaeceae. Ces métabolites peuvent se
retrouver dans toutes les parties de la plante (racines, tiges, feuilles, fruits et graines) (Ferrari,
2002). Ce sont des purgatifs violents qui déclenchent par contact avec la peau ou les muqueuses
une réaction inflammatoire intense (Brooks et al., 1990) et des effets neurotrophiques (He et al.,
2002 ; Moosavi et al., 2005) et anticancéreux (Abou-karam et al., 1998).

Selon Brooks et al. (1990) et Miyamae et al. (2009), des diterpénes daphnanes ont étéisolés a

partir des feuilles et des rameaux de Thymelaea hirsuta.
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En outre, les coumarines constituent une autre classe de métabolites secondaires des
Thymelaeaceae, intéressante du point de vue taxonomique. Dans cette famille, ils se trouventsous
forme de coumarines simples, de di- et trimeéres de coumarines avec liaison C-C ou étherou a
structure dibenzofuranique, ou de coumarinolignanes (Ferrari, 2002). L’étude de Thymelaea
hirsuta Endl., par Rizk et al. (1975) a permis de mettre en évidence des coumarines tres
répandues chez les végétaux supérieurs : I’esculétine, la scopolétine etl’ombelliférone (Tab. 12).

Leur présence dans la famille des Thymelaecaceae en a fait donc un marqueur
chimiotaxonomique de valeur (Ferrari, 2002). Tandon et Rastogi (1977) ont été les premiers a
isoler une tricoumarine chez les Thymelaeaceae, la wikstrosine tirée de Wikstroemia viridiflora
Meissn., dont la structure n’a jamais été entierement ¢lucidée. Tandis que Rizk et al., (1984)
signalent la présence de deux dérives aromatiques isolés a partir des feuilles et des brindilles de
Thymelaea hirsuta (Tableau 12).

La caractéristique frappante des Thymelaeaceae réside dans la diversité de leur métabolisme
flavonoidique, produit naturel antioxydant et anti-tumoraux (Trigui et al., 2013 ; Akrout et al.,
2011), ceci peut expliquer le fait qu’elle possede différentes propriétés pharmacologiques, surtout
pour leurs parties aériennes (Dohou et al., 2003).

Les stérols sont courants chez les Thymelaeaceae, principalement représentés par
le Bsitostérol, qui est ubiquitaire dans le régne végeétale (Borris et al., 1988).

Levin (1976) a observé la présence des alcaloides chez 36% des especes de
thymeleacées, alors que Touati (1985) a signalé que Thymelaea hirsuta n’en contient pas. Quant
aux tannins, ils semblent étre peu courants dans la famille des thymelaeaceae. Lorsqu’ils
apparaissent, il s’agit généralement de dérivés du leucocyanidol (Hegnauer, 1973). Alors que les
feuilles de Thymelaea hirsuta contiennent des tannins de type gallique (El Beiheiry,

2000). Ferrari (2002) affirme que les thymelaeaceae ne sont pas une famille a saponines.
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Tableau 12 : Composition chimique de Thymelaea hirsuta.

Les plantes étudiées

Organes étudiés

Molécules extradites

Références

Feuilles

Thymelol ((CsH,0),) Stigmastérol, B-
sitosterol, Alcool aliphatique C12H5,0,
Lactone C19H150¢

Daphnortine, B-sitosterol- B-D-Glucoside
Alcanes en C27 a 31, alcanols aC22, 24, 26 et
28,

Sitosterol et campe stérol Daphnorine,
Daphnorétine, Daphnine, Daphnétine,
Daphnétine-glucoside, ombelliférone,
scopolétine etEsculétine (coumarines)

2- vicénine ( C-flavone) Tiliroside (3-p-
Coumarolyglucosylkaempfeérol)(flavanol)
tanins

Lupéol, B-sitosterol,phytol, B- Amyrine,

bétuline, erythrodiol,Cholestérol et lanostérol

Saleh et al. , 1965
Gharboetal., 1970
Rizk
1972

et Rimpler,

Rizk et al, 1974

Rizk et al, 1975

Nawwar et al. , 1977

Ismail, 1978

El-Beheiry, 2000

Garcia-Granados et
Saenz

De Buruaga, 1980a

Feuilles Brindilles

Lupéol, B-sitosterol,phytol, B- Amyrine,
bétuline, erythrodiol,Cholestérol et lanostérol
Et 5, 12- dihydroxy-6,7-époxy-résiniféronol
protéine et gnidicine, gniditrine,
genkwadaphnine,12-O heptadécenoyl-5-
hydroxy-6,7- époxy-résiniféronol-9, 13, 14
orthobenzoete (diterpenes daphnane)

Rizk et al, 1984

Brooks et al. , 1990

Racines

Daphnorétine (éther de

Dicoumaryl

Abou-Karam et al. |,
1998
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3.2.6. Activités Antioxydante

De plus, des études antérieures ont démontré que la partie aérienne de T. hirsuta présentait une
ressource antioxydante potentielle, principalement en raison de leur énorme teneur en composes
phénoliques et flavonoides (métabolites secondaires) qui sont considérés comme les composés
phytochimiques les plus importants (Akrout et al., 2011 ; Trigui et al., 2013 ; Amari, 2014). Ces
composés bioactifs naturels jouent un réle bénéfique dans la prévention des dommages cellulaires
dus au stress oxydatif causé par les radicaux libres. Il est largement connu que les radicaux libres

sont les agents causals de plusieurs maladies (Rahman et al., 2012 ; Carocho et al., 2013).
3.2.7. Propriétés et usages thérapeutiques

La plante Thymelaea hirsuta a été utilisée contre certaines infections microbiennes. D’autres
especes appartiennent a cette famille sont largement employées pour leurs propriétés diurétiques,

hypotensives et anti- inflammatoires. (Djeridane et al., 2006).

Thymelaea hirsuta est utilisé comme purgatif pour les maladies de la peau ; une pate est faite a
partir des cendres mélangées avec 1’eau et appliquées localement aux secteurs affectés du derme.
(Said et al., 2002). En plus de la peau, I’espéce est utilisée dans le traitement de la toux et des

problemes respiratoires (Azaizeh et al., 2006).

Des études scientifigues au Maroc ont montrées que T. hirsuta a une double activité :
hypoglycémique et antidiabétique. Ces résultats ont été obtenues a partir de multiples
administrations de 1’extrait de la plante chez des sujets normoglycémique et des souris STZ

diabétique (ElI Amrani et al., 2009).
3.2.8. Toxicité de la plante

La plante contient des diterpénes tres toxiques. Un simple contact avec la peau ou les muqueuses
peut provoquer une réaction inflammatoire intense (Brooks et Evans, 1990). Ce sont de plus des
agents potentiellement carcinogenes. Berkiks et al (2014) montrent que I'extrait éthylique de
Thymelaea lythroides posséde une faible toxicité et des propriétés sédatives. Elle peut entrainer une
diminution de l'activité exploratoire et de la locomotion. De tels effets sont généralement médiés

par une activité dans le systéme nerveux.
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Materiel et methode

1. Objectif :
L’¢tude expérimentale a ¢été effectuée au niveau de Laboratoire de Biotoxicologie,
pharmacognosie et la valorisation biologique des plantes, Département de biologie, Faculté des

Sciences, Université Moulay-Tahar, Saida, Algérie.

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’effet préventif des extraits de quelques plantes
endémiques Thymélaea hirsuta et de Haloxylon articulatum Boiss chez les rats intoxiqués au

Nickel selon plusieurs approches : neurocomportemental, biochimique et histologique.
2. Matériel végétale :
2.1. Source et conservation

Le choix des plantes comme sujet du présent travail a été guidé par les nombreuses utilisations
traditionnelles, mais aussi par le fait qu’ils s’agissent de deux familles relativement un peux

méconnues.

Les plantes ont été récoltées de deux différentes régions de 1’Algérie. Haloxylon articulatum
Boiss (<) (Figure 20 A) de la wilaya de Bechar et Thymeleae hirsuta (0li) (Figure 20 B) de la

wilaya d’Elbayadh. Les deux plantes ont été recueillies en moi de Septembre 2018.

L’identification botanique de 1’espéce a été réalisée par les botanistes Pr. Hasnaoui Okacha de
notre laboratoire de Biotoxicologie, pharmacognosie et valorisation biologique des plantes de

Iuniversité de Saida — Algérie. Un échantillon de référence est conservé au niveau du laboratoire.

Le matériel végétal est séché a I’ombre, a I’abri de I’humidité et a une température ambiante. Le
séchage est de 15 jours en moyenne pour les deux plantes, puis conservées dans des sacs en papier

jusqu’a leur utilisation a des fins pratiques.

A e K25

Figure20: A-Haloxylon articulatum Boiss (Remt) et B-Thymeleae hirsuta (Metnane)
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Apres séchage, les feuilles et les fleurs de ces deux plantes ont été broyées en poudre fine a
I’aide d’un mortieren porcelaine. Ce broyage a permis de rompre les membranes cellulaires et la
matrice extracellulaire et de libérer en méme temps les organites et les molécules contenues dans la
cellule (Lafont et Duval, 2001).

Pour son utilisation ultérieure et afin d’empécher sa photo-oxydation, la drogue a été conservée a
I’obscurité dans des bocaux hermétiquement fermés. Les précautions prises visent & réduire les
divers mécanismes de dégradation relatifs aux caractéres organiques de ses matiéres premieres
(Ferrari, 2002), a savoir la dénaturation des métabolites secondaires telsque les huiles éthérées
(évaporation au-dela de 40° C)..... (Kimkele et Lobmeyer, 2007).

2.2. Préparation des extraits :

2.2.1. Préparation de I'extrait aqueux (EA)

Les parties aériennes de ces deux plantes ont été préparéees selon la méthode traditionnelle utilisée
au Maroc (décoction) : 50 g de la plante entiere en poudre mélangés a 500 ml d'eau distillée ont été
bouillis pendant 15 min puis refroidis pendant 15 min. Ensuite, I'extrait aqueux a été filtré et
concentré dans un évaporateur rotatif sous vide a une température inférieure a 40°C. Le matériau
extrait séché a été stocké a -20°C jusqu'a utilisation. Pour I'administration orale (gavages), l'extrait
séché a été dissous dans de I'eau distillée le jour des études expérimentales et administré par gavages
a 500 mg/kg de poids corporel (Azza et al. 2012).

2.2.2. Préparation de I'extrait eau—méthanol (EM) :

10 g de la plante en poudre ont été introduits dans un mélange eau—méthanol (20-80 ; V/V).
L'ensemble a été laissé macérer toute la nuit a la température ambiante, aprés filtration, le filtrat a
été évaporé dans un rotavapor a 40°C, pour donner un extrait eau—méthanol (EM) (Zerriouh,
2015).

2.2.3. Extraction des huiles essentielles par I'hydrodistillation :
La méthode d’hydrodistillation sera le méme protocole pour chaque plante : Haloxylon articulatum
Boiss et Thymeleae hirsuta .

Le protocole d’hydrodistillation consiste a Peser dans une capsule 30 g de broyat. Les placer dans
le ballon de 1000 mL, a I’aide de I’entonnoir ajouter 700 mL d’eau distillée et 2 grains de pierre

ponce puis positionner le ballon sur le montage d’hydrodistillation (Figure 21). Alimenter le
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réfrigérant en eau et faire chauffer a ébullition douce pendant 04 heures. La vapeur émise sera
condensée grace a un systeme de refroidissement a eau, puis elle sera collectée dans un flacon
opaque. A la fin de I’expérimentation le liquide collecté est mis dans une ampoule a décanté (Figure

22) a fin de séparé les deux phases (aqueuse et organique) pour obtenir I’huile essentielle (Boubrit et
Boussad, 2007).

Figure 21: Montage d'un hydrodistillateur (Photo Originale).

Figure 22: Ampoule a décanté (Photo Originale).
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-A. Conservation de I’huile essentielle obtenue :

L’huile essentielle (HE) extraite est conservée a une température voisine de 4°C, dans un flacon
en verre fermé et bien enveloppé par un papier aluminium pour la préserver de l'air et de la lumiére
(Nelly Grosjean, 2007).

-B. Calcul du rendement des huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue et la masse du matériel végétal utilisé (Bssaibis et al., 2009).
R (%) = M x 100/ MO

e R (%) : Rendementenh
e M : Quantité d’huile récupérée exprimée en g.

e MO : Quantité de la matiere séche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

2.2.4. Determination de la composition chimique de I’huile essentielle par CPG/SM

L’analyse qualitative et quantitative de I’huile essentielle de Haloxylon articulatum a été
réalisée par chromatographie en phase gazeuse type VARIAN CHROMPACK - CP 3900 par
injection de 1 pl d’extrait. Le gaz vecteur utilis¢ est I’hélium (He) d’un débit de 1,3 ml/min. La
colonne utilisée est une colonne capillaire de type HP-1, de 60 m de longueur et de 0,32 mm
de diamétre intérieur. L’épaisseur de la phase stationnaire est de 0,50 um; la programmation de
la température de la colonne initiale d’injection est de 60°C pendant 2 min, puis s’éléve par palier
de 15°C/min a 245°C pendant 20 min ; le détecteur utilisé pour cette analyse est de type
spectrométrie de masse (Saturne 20200) avec une température de 250°C. L’appareil est piloté
par un ordinateur menu d’un logiciel approprié pour ce genre d’analyse et d’une banque de

données NIST qui permet 1’identification des composés.
2.2.5. Etude phytochimique (Analyse qualitative):

Dans le cadre de la recherche des molécules ou d’activités biologiques d’origine végétale, il est
préférable de déterminer leurs compositions chimiques par une étude phytochimique afin de
détecter les classes des composés existants dans les différents organes des plantes.

Les tests phytochimiques sont basés sur des essais de solubilité, sur des réactions de coloration

et de précipitation ainsi que sur des examens en lumiere ultra violette.
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A. Les tannins :

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de I’extrait éthanolique, 2 ml
d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de Fe CI3 diluée (1%). L’apparition d’une coloration bleue-noire
caractérise la présence des tannins galliques verte, ou bleueverte celle des tannins cathéchiques
(Aiyegoro et Okoh, 2010).

B. Les flavonoides :

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de I’extrait éthanolique avec 1
ml de HCI concentré et 0,5 g de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est mise en

évidence, si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3 minutes (Jaffer et al., 1983).
C. Les anthocyanes :

Un volume de 2 ml d’infusé est additionné a 2 ml de HCI2N.L apparition d’une coloration rose-

rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac indique la
présence d’anthocyanes (Debray et al., 1971).
D. Les coumarines :

Une masse de 1 g de poudre véegétale est placée dans un tube en présence de quelques gouttes
d’eau distillée. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont portés a
ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence des coumarines aprés examen sous
ultra-violet (Rizk, 1982).

E. Les alcaloides :

Nous avons procédé a une maceration de 24 heures de 2 g de poudre végétale mélangés a 50 ml
de H2SO4dilué au demi et a de ’eau distillée. Nous avons filtré le mélange et rincé a 1’eau de
maniére a obtenir 50 ml de filtrat. Ensuite nous avons pris deux tubes a essai dans lesquels nous
avons introduit 1 ml du macéra. Nous avons ajouté dans le tube n°1 cing gouttes de réactif de
Mayer et dans le tube n°2 cinq gouttes de réactif de Wagner. La présence d’une turbidité ou d’un
précipité, aprés 15 minutes indique la présence d’alcaloides (Aiyegoro et Okoh, 2010).

F. Stérols et triterpenes :

Deux essais ont été effectués :

» Essai 1 : Test pour les stérols et stéroides :
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Un volume de 10 ml de I’extrait éthanolique est placé dans un erlenemeyer. Aprés évaporation a
sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme anhydre. Ensuite, on mélange 5 ml de la
solution chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique en y ajoutant quelques gouttes d’acide
sulfurique concentré, on agite et on laisse la solution se reposer. Un test positif est révélé par
I’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert (maximum d’intensité en 30 minutes a
21°C) (Aiyegoro et Okoh, 2010).

» Essai 2 : Test pour les hétérosides stérodiques et triterpéniques :
11 consiste a évaporer a sec 1’extrait éthanolique correspondant a 10 ml. Ensuite, on dissout le résidu
obtenu dans un mélange d’anhydre acétique/chloroforme (5/5 : v/v) ; puis on filtre et on traite le
filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de Libermann-Burchardt). Si cette
réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique alors la présence respective

des hétérosides stérodiques et triterpéniques (Aiyegoro et Okoh, 2010).
G. Les saponosides :

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul d’indice de mousse, degré de dilution
d’un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des conditions déterminées. Nous avons
procédé a une décoction de 2 g de poudre végétale avec 100 ml d’eau distillée qu’on porte a

ébullition pendant 30 minutes.

Apres refroidissement et filtration, on réajuste le volume a 100 ml. A partir de cette solution mere,
on prépare 10 tubes (1,3 cm de diamétre interne) avec 1,2, ... 10 ml, le volume final étant réajusté a
10 ml avec de I’eau distillée. Chacun de ces tubes est agité avec énergie en position horizontale
pendant 15 secondes.

Apres un repos de 15 minutes en position verticale, on reléve la hauteur de la mousse persistante
en centimetre. Si elle est proche de 1 cm dans le 10éme tube, alors 1’indice de masse est calculé par
la formule suivante : La présence de saponines dans la plante est confirmé avec un indice supérieur
a 100 (Dohou et al., 2003).

| = Hauteur de mousse (en cm) dans le 10éme tube x 5/ 0,0X
Avec : X : Volume contenu dans le 10éme tube
H. Les composés réducteurs :

Leur détection consiste a mettre 1 ml de I’extrait éthanolique avec de I’eau distillée et 20 gouttes
de la liqueur de Fehling puis le chauffer. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité

rouge brique (Trease et Evans, 1987).
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2.2.6. Evaluation de I’activité antioxydant
2.2.6.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) :

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non radical) en
acceptant un atome d’hydrogene (Figure 23). L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par
la procédure décrite par Sanchez-Moreno et al (1998).

. 0
< 4

Forme libre Forme reduite

Figure 23:Forme libre et réduite du DPPH (MOHAMMEDI, 2006)

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait exprimees en g/l est ajouté a
1,950 ml de la solution méthanolique du DPPH (0.025 g/l) fraichement préparée. les tubes sont
placés a I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la

mesure de 1’absorbance a 517 nm.

Le contrble négatif est composé del1,950 ml de la solution méthanolique au DPPH et de 50 pnl de
méthanol. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard 1’acide

ascorbique.

En présence d’un antioxydant la force d'absorption est diminuée et la décoloration résultante est
stoechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (MARKOWICZ BASTOS et
al., 2007).

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que I’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des radicaux

libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :
% AAR= [1 — (Abs Echantillon / Abs Control négatif)] X 100
Ou

%AAR : Pourcentage de ’activité anti-radicalaire ;
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Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;
Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;
2.2.7. Préparation de solution injectable :

L’huile essentielle des deux plantes Thymélaea hirsuta (HeTh) et Haloxylon articulatum (HeHa)
est diluée dans de I’eau bi distillée et quelques gouttes de Tween 80 pour la préparation d’une

solution de dose 0.1 ml/kg de chaque plantes durant une période de 21 jours, (Halder et al., 2011).
3. Matériels chimiques :

Le produit chimique utilisé dans cette étude est « le Nickel » qui a été réalise pour déterminer
I’effet protecteur de 1’huile essentielle de Thymélaea hirsuta (HeTh) et Haloxylon articulatum
(HeHa) a raison de 0,2 % dans I’cau distillée par voie orale chez les rats Wistar (Kahloula et al.,
2014).

4. Matériel biologique (Animaux d'expérimentation) :

4.1. Origine des animaux et conditions d'hébergement :

Les expériences sont realisées sur des rats albinos de souche Wistar, provenant de
I’animalerie locale de ['université, Dr. MOULAY TAHAR, Saida, département de Biologie.
Les animaux sont héberges a I'animalerie, dans des cages professionnelles en plastique (43 x 28 x
I5cm). La salle qu'ils occupent est maintenue a une température de (22 a 23 C°) et est soumise a un
cycle de lumiére constant (alternance de 12 heures d'obscurité et 12 heures d'éclairement).

Les animaux ont axés Ad libitum aux biberons a eau et aux mangeoires.
4.2. Répartition des groupes :

Les expériences sont réalisées sur des rats Wistar, pesant de 200 a 400 g. Les rats sont groupés
dans des cages a raison de 2 femelles et un male. lls sont disposés dans une animalerie ventilée, a
une température de 21 C £ 1 °C avec un éclairage artificiel qui établit un cycle jour/nuit (jour entre
7 et 19 h). Les lots sont divises en six (figure 24) :

- Lot T : constitué par les animaux qui regoivent de ’eau distillée par voie orale (n = 7 rats).

- Lot Ni : constitué par les animaux qui recoivent le sulfate de nickel a raison de 2g/l dans I’eau

distillée par voie orale (n = 7 rats males) (Kahloula et al., 2014) ;

- Lot Ni- HETh : 24 heures aprés le sevrage les animaux sont traités par I’huile essentielle de la

plante Thymélaea hirsuta HeTh (0,1 ml/kg) (Ni: n= 7) a raison d’une injection intra-péeritonéale
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par jour pendant 21 jours (Adli et al., 2017) et recoivent le sulfate de nickel préparé a raison de 29/l

par voie orale.

-Lot HETh: les animaux sevrés recoivent de 1’eau distillée par voie orale et une injection intra-

péritonéale (IP) d” HETh (0,1 ml/kg) par jour pendant 21 jours.

- Lot Ni- HEHa : 24 heures apres le sevrage les animaux sont traités par par 1’huile essenticlle de
la plante Haloxylon articulatum HeHa (0,1 ml/kg) (Ni: n= 7) a raison d’une injection intra-
péritonéale par jour pendant 21 jours (Adli et al., 2017) et recoivent le sulfate de nickel préparé a
raison de 2g/l par voie orale.

-Lot HEHa: les animaux sevrés regoivent de ’eau distillée par voie orale et une injection intra-

péritonéale (IP) d> HEHa (0,1 ml/kg) par jour pendant 21 jours.
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Figure 24 : Schéma représentante le protocole d’expérimentation.
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4.3. Evaluation du poids corporel :

Le suivie des jeunes rats a néecessité une pesée quotidienne du poids corporel durant toute la

période d’expérimentation depuis leurs sevrages jusqu’a la fin de 1’expérimentation (21 jours)

(n=07).
4.4, Evaluation comportementale :

Le jour du test comportemental, la cage d’hébergement des rats est placée dans la piéce
d’expérimentation une heure avant le test, afin que les rats s’habituent a ce nouvel environnement.
Les différents groupes effectuent les tests comportementaux suivants : La nage forcée, Open Field,

la piscine de Morris, sombre/ clair.
4.4.1. L’épreuve de la nage forcée (Forced Swimming Test) :

Le test de la nage forcée (forced swim test = FST) est aussi appelé test de Porsolt, du
nom du scientifique qui I’a découvert, ce test est utilisé pour évaluer 1’état dépressif des rats.
Le principe de ce test réside dans sa relation supposée avec un comportement de résignation.
C’est un test comportemental surtout utilise pour prédire I’efficacit¢ d’un traitement
antidépresseur (Porsolt et al, 1978). Il consiste de déposer délicatement le rat dans un
cylindre de 20.7 cm de diamétre et 39 cm de hauteur contenant 15 cm d’eau a 22°C et a les
y laisser durant 6 minutes (Fig. 25). Au bout de quelques minutes, la proportion de temps
passé a nager diminue au profit du comportement d’immobilité, c'est-a-dire que 1’animal
flotte passivement en n’effectuant que les mouvements nécessaires au maintien de sa téte
hors de I’eau. Le temps d’immobilité est un indicateur de 1’état pseudo-dépressif. Apres
chaque session de nage, 1’animal est séché rapidement avec une serviette, puis replacé dans
sa cage d’hébergement. L’eau du cylindre est changée entre chaque animal (Benabid et al,
2008)
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Figure 25: Epreuve de test de la nage forcée (FST).
4.4.2. Test de I’open field

Ce test est réalisé afin d’évaluer 1’activité locomotrice ainsi que le comportement anxieux des
rats. L’aréne utilisé est une boite carré ouverte (70 cm x 70 cm x 34 ¢cm) (Figure 26), a fond noir et
des lignes blanches au sol délimitaient des carreaux (10x10 cm) .Chaque rat est initialement placé
dans un des quatre coins de 1’open field, la téte orientée vers un coin. Son comportement est
observé pendant 6 minutes, entre chaque essai on nettoie la cage avec I'éthanol 70%. Six parameétres
sont mesurés par I’expérimentateur : le temps de latence (exprimé en secondes), le nombre total de
carreaux traversés, le nombre de visites dans les 9 carreaux du centre, le nombre total de
redressements (animal positionné sur ses deux pattes postérieures, droit, en équilibre dans le vide ou
contre une paroi), le nombre total de toilettages et le nombre total de défécations. Ce test analyse le
comportement exploratoire du rat dans un espace clos. On I’utilise avant tout pour mesurer ses
fonctions motrices, mais aussi, pour évaluer son degré d’anxiété. Un animal anxieux évite le centre

du terrain qui est ouvert, et reste au périphérique (Kahloula, 2014).
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Figure 26 : L’épreuve d’Open Field.
4.4.3. La Piscine de Morris

La piscine de Morris a été créee par Richard Morris neuroscientifique en 1981. Le but de ce test
est I’évaluation des capacités des rats a mémoriser et a gérer I’information spatiale pour échapper a
une situation aversive (I’eau d’un bassin) en atteignant un refuge le plus rapidement possible
(Morris, 1984). Le dispositif expérimental est constitué d’un bassin circulaire en métal blanc de
160 cm de diametre et de 60 cm de hauteur (Figure 27), rempli d'eau a une hauteur de 30 cm. Ce
bassin est rempli d’eau que 1’on rend opaque par addition un colorant blanc non toxique a une
température de 21+1°C confeére a ce test un caractére aversif pour I’animal Le bassin est
virtuellement divisé en quatre quadrants par quatre points cardinaux arbitraires (Nord, Sud, Est,
Ouest). Une plate-forme (15 cm de diamétre) est disposée a l’intérieur de 1’enceinte dans le
quadrant Nord-Ouest., située en relief (1cm) de la surface de 1’eau, recouverte d’une grille afin de
faciliter I’agrippement des animaux elle est visible pour 1’animal le premier jour du test. Dans la
piece, sont disposés plusieurs indices distaux susceptibles de permettre a 1’animal de se repérer dans
I’espace. Dans cette tache, I’animal cherche a trouver refuge sur la plate-forme le plus rapidement
possible.

e La phase d’acquisition dure 4 jours. Le protocole consiste a localiser la plate-forme
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immergée rendue invisible dont la position reste inchangée au cours des 4 jours consécutifs. Chaque

rat subit une séance quotidienne de 4 essais separés par un délai de 15 min. A chaque essai, I’animal

est déposé dans 1’eau face a la paroi depuis un

point de départ déterminé qui varie d’essai en essai. L’essai se termine lorsque le rat a atteint la

plateforme, ou apres 1’écoulement de 60 secondes, le rat qui ne trouve pas la plate-forme est guidé

vers cette derniére et y reste 20 secondes pour mémorisation.

e 5eéme jour (Le probe test) : le rat placé au Sud et subis un test de rétention dans le bassin de
60s, le protocole consiste a retirer la plate-forme du bassin et mesurer principalement le temps
passé dans le quadrant qui contenait la plate-forme au cours des essais précédents (Nord-Ouest).

e La phase de la plateforme visible : Aprés 2 heures du probe test, la plateforme est placée au

milieu du quadrant NO et rendue visible en placant un drapeau coloré.

Quatre essais de 60 secondes pour chacun sont réalisés dans les 4 points cardinaux. Le temps mis

pour atteindre la plate-forme est mesuré.
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Figure 27: Dispositif de la piscine de Morris

4.4.4. Le test du compartiment sombre/ clair :

Le test de boite en noir et blanc (ou boite de lumiére-obscurité) (Figure 28) est une procédure

expérimentale qui a été développée pour tester I'anxiété chez les rongeurs de laboratoire, décrite a
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I'origine par Crawley (1980). De nombreux modeéles ont éte utilisés par les auteurs avec plusieurs

modifications structurelles (Bourin et Hascoét, 2003).

Dans cette épreuve du double compartiment noir/blanc, le degré d’anxiét¢ d’un animal est
déterminé a partir de son aversion pour la lumiére. Le dispositif est constituée d’une boite en bois
(L=44cm;1=16 cm;H =23 cm), cloisonnée en deux compartiments égaux (L =22 cm ;1 =16
cm ; H =23 cm) qui communiquent par un orifice de 6 cm de haut et de 5 cm de large situe a la
base et au milieu de la cloison centrale. L’un des compartiments est noir, fermé par un couvercle
n’empéchant pas la perception de 1’animal par 1’analyseur d’image et 1’autre est blanc, fortement
éclairée (100 lux). L’animal est place dans le compartiment noir dans le coin de la paroi opposée a
la porte. Le parametre mesuré est le temps de séjour dans chaque compartiment apres 3 minutes
d’exploration du milieu par le rat. L’expérimentation dure environ 5 minutes. La durée passée dans
le compartiment blanc pendant les 5 minutes de I’expérience est comptabilisée (Kahloula et al.,
2017).

Figure 28 : Dispositif du double compartiment sombre/clair

4.5. Sacrifice des rats et préparation des échantillons sanguins et tissulaires :

Les animaux sont sacrifies le matin aprés un jelne de 12 heures par decapitation et cela apres
une injection intra péritonéale d’une solution chloral (C2H3Cl1302), a 10% (4mg/Kg de poids
corporel). Le sang récupéré dans des tubes EDTA pour les analyse hématologique et heéparines pour
les analyses biochimiques. Le sang centrifugé a 3000 tours/10min. Le plasma est stocké a 4°C, il
servira pour les dosages biochimiques (Ait hamadouche, 2009). Les organes (cerveau, foie, et
reins) ont été soigneusement préleves, rincés et séchés puis pesés. Ces organes sonpar la suite

conservés totalement dans une solution préparée de Formol (10%) pour une étude histologique.
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4.6. Préparation des érythrocytes:

Suite a la récupération des échantillons du sang, une prise aliquote a été prélevée pour le dosage de
I’hémoglobine. Ensuite, le reste des échantillons ont été centrifugés a 3000 tr/min pendant 15 min. Le sérum
a été soigneusement prélevé et le culot restant contenant les érythrocytes a été lavé trois fois par une solution
saline a 0.9 g/l, puis une lyse des cellules a été effectuée par addition de l'eau distillée glacée et incubée
pendant 15min dans la glace. Le lysat est récupéré ensuite pour le dosage des enzymes antioxydants
érythrocytaires marqueurs du statut oxydant aprés centrifugation a 5000tr/min pendant 5min (Hocine, 2011).
4.6.1. Description des méthodes utilisées pour la mesure des marqueurs du stress oxydant:
4.6.1.1. Le superoxyde dismutase SOD :

Le Superoxyde dismutase (SOD) au niveau des érythrocytes, au niveau tissulaire a été déterminé
par la méthode décrite par Winterbourn et al, (1975). Le mélange réactionnel contient
essentiellement 0.2 ml Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) a 0.1 M, 0.1 ml Nitroblue
tetrazolium (NBT) 0 1.5 Mm, 1.2 ml de Tampon Potassium phosphate a 0.067 M, 0.5 de I’extrait
enzymatique. Le mélange a été incubé 5-8 minutes. La lecture a été faite ensuite a 560 nm.
4.6.1.2. Catalase (CAT) :

CAT a été analyse par méthode de Sinha (1972). Le mélange de la réaction (1.5 ml, vol.)
contenant 1.0 ml de tampon phosphate a 0.01 M pH 7.0, 0.1 ml de 1’échantillon et 0.4 ml d’HZO2 az2

M. La réaction a été arrétée par l'addition de 2.0 ml d’acide dichromate acétique (5% de dichromate
de potassium et l'acide acétique glacial ont été mélangés avec un rapport de 1:3 (V/V)) ;
I’absorbance est déterminé a 620nm.

4.6.1.3. Glutathion peroxydase (GSH-Px) :

L'activité de GSH-Px a été mesurée par la méthode décrite par Rotruck et al., (1973).
Briévement, le mélange de la réaction contient 0.2 ml de tampon tris-HCl a 0.4 M, a pH 7.0, 0.1 ml
d’azide de sodium a 10 mM, 0.2 ml de tissue (homogenese dans du tampon Tris-HCI, pH 7.0), 0.2
ml de glutathion, et 0.1 ml de peroxyde d’hydrogéne a 0.2 mM. Le tout est incubé a 37°C durant 10
min. la réaction est aréte par addition de 0.4 ml de TCA a 10%, et centrifugé. Le surnageant est
utilise pour déterminer le taux de glutathion par le réactif d’Ellman (19.8 mg d’acide 5, 5’-

dithiobisnitro benzoique (DTNB) dans 100 ml de solution de nitrate de sodium a 0.1%).

4.7. Dosages biochimiques :

4.7.1. Détermination de taux sanguin de nickel :
Le dosage de Ni dans le sang été realise au sein du laboratoire de contr6le de qualité et
analyse(QAC).
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4.7.2. Dosage du glucose :

Le dosage du glucose est effectué sur le sérum apres séparation du sang. Le glucose sanguin est

estimé en utilisant le kit Bio Systems selon les réactions couplées suivantes :

GOD

Glucose + % 02 » Gluconate + H20
POD
2H202 + 4-Aminoantipyrine+ phénol » Quinoneimine+ 4H20

Un complexe coloreé est estimé par spectrophotometre a une longueur d’onde A = 500.
4.7.3. Evaluation des marqueurs du fonctionnement rénal :
4.7.3.1. Dosage de I’urée :

L’urée dans le sérum a été déterminée en utilisant le diacetylmonoxime ; ’urée est catabolisée
par ’uréase en libérant de 2NH3, le glutamate déshydrogéne catalyse 1’animation réductrice de I’a-
cétoglutarate en présence de NH3 et de NADH, H+, pour former le glutamate et le NAD+; la
diminution de la concentration de NADH, H+, directement proportionnelle a la concentration

d’ammoniaque, est évaluée a 340 mn (Kits Biomatérieux).
4.7.3.2. Dosage de créatinine :

La créatinine a été déterminée dans le sérum par la réaction de Jaffé, selon la description de
Cook (1975). La méthode utilisée pour le dosage de la créatinine est une méthode colorimétrique.
Créatinine + acide picrique (pH alcalin) — complexe jaune orange La réaction s’effectue dans un
milieu alcalin, et la créatinine présente dans 1’échantillon réagit avec le picrate formant ainsi un
complexe créatinine picrate. Le taux d’augmentation de 1’absorbance a 500 nm di a la

concentration de la créatinine dans 1’échantillon.
4.7.4. Evaluation des marqueurs du fonctionnement hépatique :
4.7.4.1. Dosage des transaminases (TGO-TGP) :

L’aspartate aminotransferase ASAT (TGP) et I’alanine aminotransferase ALAT (TGO), font
partie d’un groupe d’enzymes, les aminotransférases ou transaminases, qui catalysent la

transformation réversible des acides o -cétoniques en acides aminés par transfert de groupes amines.

TGO

L. Aspartate + a-cetoglutatate —» Oxaloacétique + L. glutamate.
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TGP

Alanine + a-Cetoglutate _» Pyruvate + glutamate.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de ces enzymes dans le sang, calcule

par un spectrophotométre a une longueur d’onde de 505nm a I’aide d’un Kit Chronolab.
4.7.4.2. Dosage de la bilirubine :

Dans le dosage de la bilirubine totale, bilirubine est couplée avec I'acide sulfanilique diazoté en
présence de caféine pour donner un colorant azoique. L’intensité de la coloration est mesurée a 578

nm, elle est directement proportionnelle a la concentration de 1’échantillon (Kit Chronolab).
4.7.5. Evaluation des parameétres lipidiques:
4.7.5.1. Dosage des triglycerides:

Nous avons utilisé la méthode Fossati (1974) pour le dosage les triglycérides dans le sérum
respectivement. Elles reposent sur le dosage enzymatique du glycérol libéré aprés hydrolyse des

triglycérides des lipoprotéines par la lipase.

TG + 3H20 —> Glycérol + 3 AG

Gk
Glycérol + ATP —&lycérol-3-phosphate + ADP
Glycérol-3-phosphate + NAD* » DHAP +NADH, H+

Elle est effectuée a pH = 9,4 en presence de magnesium et d’hydrazine. On lit I’absorbance a
340nm.

4.7.5.2. Dosage de Cholestérol:

Nous avons utilisé la méthode de Thomas (1992) : Une premiére réaction fait en sorte que les
esters de cholestérol sont hydrolysés en cholestérol libre par une cholestérol estérase. Le cholestérol
qui est entierement libre réagit avec I'oxygéne en présence de cholestérol oxydase pour donner de la
cholestenone (I’hydroxyle en position, devient cétone) et du H202. Le peroxyde formé est réduit en

H20 par un indicateur en présence de peroxydase (on mesure la quinone-imine produite a 500 nm).
Cholestérol estérase : (stérides + cholestérol libre) + H20 — cholesterol total libre
Cholestérol oxydase : cholestérol total libre + O2 — Cholestenone 4 one 3 + H202

Peroxydase:
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2H202 + Chromogene Incolore — 4 H20 + Chromogene colore.
4.8. Etude histologique des organes
4.8.1. Prélevement

Le prélevement doit se faire délicatement que possible afin de ne pas dégrader 1’organisation
tissulaire. Une fois obtenu, les tissus a savoir les reins, le foie et le cerveau doit immédiatement étre

immergé dans un grand volume de liquide fixateur.
4.8.2. Fixation

La fixation a pour but la conservation des structures dans un état aussi proche que possible de
leur état vivant, avec arrét de toutes activités mitotique et enzymatique. Ainsi que le durcissement
de la piece anatomique. Les liquides fixateurs les plus utilisés en pratique courante sont le formol
ou le liquide de Bouin (mélange d’eau 5%, acide acétique 10%, formol 25% et d’acide picrique

75%). La durée de la fixation varie selon le volume des prélevements (SHE, 2020).
4.8.3. Prélevements des sections tissulaires

C’est une étape fondamentale dans 1’analyse histologique, puisque la lecture et I’interprétation
microscopique des préparations en dépendent. Apres la fixation, le pathologiste effectue des
prélevements repérés et orientés par la macroscopie. Ces données sont consignées sur une fiche de
macroscopie et chaque prélevement est de ce fait individualisé. Les fragments sélectionnés doivent
étre placés dans les casettes identifi¢es. L ensemble des casettes est regroupé dans le fixateur en

attendant 1’étape suivant (SHE, 2020).
4.8.4. Déshydratation

Le but de cette étape est d’éliminer I’eau intracellulaire, pour pouvoir réaliser une coupe fine par
la suite sans perdre la structure cellulaire initiale au moment de la rupture de la membrane
plasmique (sortie d’eau brutale) Ceci par passage du prélevement dans des bains d’alcool de
concentrations croissantes (de 1’alcool a dilué 50° jusqu’a 1’alcool absolu a 100°). Cette étape

prépare I’inclusion, vu que la paraffine est hydrophobe.
4.8.5. Imprégnation :

Par le passage du prélévement dans un liquide intermédiaire afin d’en éliminer les traces d’alcool

absolu (Figure 29). On utilise dans cette étape d’imprégnation le xyléne ou le toluéne, solvant
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intermédiaire favorable aux échanges membranaires entre 1’alcool<>toluéne d’une part et

toluéne«—paraffine d’autre part.
4.8.6. Inclusion :

Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines (d’une épaisseur de 2 a 5 um) et
réguliéres. Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine (résine blanche opaque). Le prélévement
baigne dans de la paraffine fondue (chauffée a 56°C pendant 4h dans une étuve) et qui infiltre alors

toutes les cellules.

Remarque : L’inclusion peut étre réalisée au niveau d’un automate de paraffine fondue d’usage

dans les laboratoires de routine

Figure 29 : Déshydratation, éclaircissement et I’imprégnation en paraffine (SHE, 2020).
4.8.7. Mise en bloc :

Aprées 4 heures d’inclusion, la paraffine liquide est coulée dans un petit moule en métal « Barres
de Leuckart ». Aprés refroidissement (dans un congélateur pendant toute une nuit), on se trouve
alors en présence d’un bloc de paraffine dur (Figure 30), a I’intérieur duquel la piéce prélevée est
rigide en présence de paraffine solide dans 1’espace intracellulaire de chaque cellule composant le

tissu.

Figure 30 : un bloc de paraffine
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4.8.8. Confection des coupes histologiques :

Le passage du bloc de paraffine dans un microtome (Figure 31) permet de réaliser des sections

de 2 a 5 um disposées en séries régulieres sous forme d’un ruban

Figure 31 : Microtome a paraffine (SHE, 2020).

La confection des coupes histologiques comporte alors 3 étapes :

- L’¢talement : de segments de ruban de paraffine sur une lame de verre contenant un liquide

d’étalement tel que 1’eau albumineuse.

- Le collage : les lames de verre sont placées sur une plaque chauffante, réglée a une température de
40°C, pendant 15 min.

- Le séchage de la préparation : en inclinant les lames et en les séchant au moyen de papier buvard

absorbant.
4.8.9. Déparaffinage :

Le déparaffinage consiste, comme son nom I’indique, a €éliminer la paraffine, c'est-a-dire le
milieu d’inclusion. Les lames sont placées sur une plaque chauffante (de 45 a 60°C) pendant 15

min. afin d’obtenir la liquéfaction et donc 1’élimination de la paraffine périphérique.
4.8.10. Réhydratation :

La réhydratation permet I’¢limination de la paraffine intracellulaire, en immergeant les lames
dans des bains d’alcool de degrés décroissant (de 1’alcool a 100° jusqu’a 1’alcool a 50°), puis dans

de ’eau distillée.
4.8.11. La coloration :

La coloration standard a été appliquée pour nos lames a savoir ’hématoxyline-Eosine, qu’elle

permit de colorée le noyau en bleu et le cytoplasme en rose, selon les étapes suivantes (tableau 13)
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Tableau 13 : Batterie de coloration Hématoxyline-éosine (SHE, 2020).

Coloration Hématoxyline Harris 2 min
Alcool acide 2 min
Bicarbonate de lithium 2 min
Alcool 95% 2 min
Eosine alcoolique 20 seconds
Eau robinet quelque second

4.8.12. Montage et observation microscopique :

Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique ‘Baume de
Canada’ dont I’indice de réfraction est proche de celui du verre. On obtient, ainsi, une préparation
histologique (ou par abus de langage : une lame histologique) préte a étre observée au microscope

optique.

5. Expression et analyse statistique des résultats

Les résultats ont été exprimes par la moyenne (M) des valeurs individuelles, affectées de
I’erreur standard a la moyenne (S.E.M). La comparaison de plusicurs moyennes a été effectuée par
une analyse de variance (ANOVA) avec le facteur intoxication (Ni, T) et/ou le facteur
traitement (HEHa, HETh , Ni) suivie éventuellement du test Post-Hoc Student-Newman-Keuls :
Une probabilité *p <0.05 indique une différence significative **p<0.01; indique une différence
tres significative; ***p<0.001 indique une différence hautement significative comparés aux
témoins. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Sigma Stat (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA).
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Résultat et interprétation

1. Détermination du rendement et composition chimique

1.1. En extrait aqueux et eau-méthanol

La comparaison entre les extraits aqueux (EA) et I'extrait eau-méthanol (EM) de deux plantes
étudiées illustrée dans le tableau 14 montres bien le réle de I’ecau et de la chaleur dans
l'augmentation du rendement de I'extraction. L’EA des deux plantes Haloxylon articulatum Boiss et
Thymélaea hirsuta  préparées a ebullition montre un rendement de 27.9 % et 14.34%
respectivement, presque deux fois plus important que celui de ’EM de Ha et Th de rendement de
20.4% et 9,82% respectivement qui sont préparés a la température ambiante.

Tableau 14: Résultat de I’extrait aqueux (EA) et I'extrait eau-méthanol (EM).

Extraits
Aqueux Eau-méthanol
Plantes étudiées (EA) (EM)
Ha'oxy'on Rendement (%) 27,9 20,4
articulatum Boiss
Aspect Pate marron Pate doré
physique visqueuse visqueuse
Thymélaea Rendement (%) | 14,34 9,82
hirsuta
Aspect Pate marron Pate marron
physique foncée foncée

1.2. Le rendement en I’huile essentielle

L'huile essentielle HE de chacun de deux plantes a été extraite par hydrodistillation (Tableau
15) a partir de la matiere séche broyée. Le rendement obtenu est de l'ordre de 0,11% pour
Haloxylon articulatum Boiss et 0,31% pour Thymélaea hirsuta.
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Tableau 15 : Résultats d’extraction de 1’huile essentielle de Ha et Th.

L’huile Rendement La couleur L’aspect Odeur
essentielle
Haloxylon Marron Liquide Aromatique
articulatum 0,11% o
Boiss

=
Thymélaea 0,31% Verdatre Liquide Aromatique
hirsuta

1.3. Détermination de la composition chimique de I’huile essentielle (Haloxylon articulatum) par
CPG/SM

L’analyse de I’extrait de la plante par chromatographie en phase gazeuse a permis d’identifier 69
composés majeurs cités dans le Tableau 16 par ordre d’élution. Soixante neuf composants
représentant la somme des pourcentages des composants obtenus ont été identifiés (82,20%). Les
composants majeurs de cette I’huile essentielle sont: Thymol (14,19%), Alphaterpinene (11,02), 8
-E-Ociméne (9,64), 1,8-Cineole (8,69),Oleuropine (5,17%), Linalol (5,12%), Delta -3- Caréne (4,12)
(Tableau 16).

Tableau 16 : Concentration en % et temps de rétention des différents composés obtenus par analyse
CPG-SM de I'huile essentielle de Haloxylon articulatum.

N° | Compounds Tr (min) | Concentration (%)
1 Tricycléne 10,051

2 a - Thujéne 10,310 0,625
3 a - pinene 10,901 0,438
4 Hexanoic acid *' 11,211 0,300
5 Camphene 11,894 0,082
6 Verbnéne 12,049 0,045
7 R-pinéne 12,152 0,243
8 Sabinene 12.225 0,621
9 Octen-3-oL 12.333 0,560
10 Octanone - 3 12.907 0,133
11 Myrcéne 12,978 0,142
12 Octanol 13,278 0,175
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13 | a-2- Caréne 13.587 0,050
14 a-Phellandréne 13,705 0,066
15 Delta -3- Caréne 13,755 4,102
16 p-Cymene 13,985 0,320
17 | Alphaterpinéne 14,675 11.023
18 | Para-cymeéne 15,110 1,325
19 Limonéne 15.458 0,544
20 1,8-Cineole 15,728 8,690
21 R -Z-Ociméne 16,080 0,153
22 3 -E-Ociméne 18,316 9,640
23 | Camphenilone 18,427 0,110
24 | Gamma Terpinene 18,564 0,085
25 | cis hydrate de sabinéne 18,776 0,145
26 Metacimenene 19,032 0,062
27 Hotrienol 19,099 0,070
28 FeneHole 19,121 0,060
29 Linalol 19,939 5,012
30 | Camphénol 20,595 1,324
31 a - Campheénol 21.802 0,021
32 | Trans-pinoarveol 21,872 0,041
33 | Camphre 21.953 0,387
34 p-Methylacetyophenone &' 22,352 0,293
35 ISO Borneol 23,964 0,128
36 Borneol 24,183 1,330
37 Terpin-4-oL 25,108 0,468
38 o Terminéol 25,348 0,130
39 Paracymene-8-oL 25,541 0,081
40 | VerbénoL 25,994 0,760
41 | Thymol-methyl ether 26,442 1,497
42 Perillaldehyde © " 26,278 0,280
43 | a- Terpéne -7- AL 26,614 0,099
44 | Thymol 26,873 14,195
45 Carvacrol 27,008 1,319
46 | Alpha Copaéne 27,215 0,128
47 Beta Bourbonnéne 27,371 0,067
48 Beta Cubebene 27,475 0,099
49 Z- Caryophylene 27,562 1,154
50 E- Caryophylene 27,973 0,053
51 AL | 0 medandrene 28,237 0,036
52 Germacreéne 29,025 0,317
53 | B-Selinén 29,764 0,120
54 | lidene ' 29,834 0,360
55 Valencéne 30,643 0,145
56 R-Bisaboléne 31,007 0,484
57 g- Cadinéne 31,312 0,370
58 | A-Cadinéne 33,261 0,117
59 Calamenene cis 33,568 0,451
60 E-a Bisabolene 33,864 0,112
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61 | Thymohydrouinone 34,031 0,008
62 | Cadaléne 34,318 0,038
63 Isoeugenol 34,534 0,015
64 | Oleuropine 34,578 5,170
65 | Verbacoside 34,708 0,980
66 Luteoline 7 - gluciside 34,754 0,087
67 Rpegenine- glucoside 34,973 0,189
68 | Rutine 35,105 0,091
69 Olerpeoside 35,269 0,408
Total Identifies : 82,20 %

1.4. Etude phytochimique (Analyse qualitative)

Les essais phytochimiques effectuées sur les extraits reconstitués de chaque échantillon végétal,

consistent a détecter les différentes familles de composés existants. Ces réactions qualitatives de

caractérisation sont basées sur les phénomeénes de précipitation ou de coloration via des réactifs

chimiques spécifiques a chaque famille de composés.

Les résultats de ce criblage phytochimique sont résumés dans le Tableau 17. lls révélent la

présence de neuf groupes de composés bioactifs : Tannins, Flavonoides, les anthocyanes, les

coumarines, les alcaloides, stérols et triterpenes, les saponosides, les composés réducteurs,

[’amidon.

Tableau 17 : Résultats du test phytochimique de Haloxylon articulatum Boiss et Thymélaea

hirsuta.

Extraits | Haloxylon articulatum Thymélaea hirsuta
Métabolites Boiss
Tannins + Trace
Flavonoides Trace ++
Les anthocyanes + +
Les coumarines ++ +
Les alcaloides ++ ++
Stérols et triterpenes + +
Les saponosides ++ Trace
Les composes réducteurs + +

(+) : Présence, (++) : Forte Présence

1.5. Evaluation de I’activité antioxydant
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1.5.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)

Ce test est déterminé par la diminution de 1’absorbance de la solution alcoolique du DPPH a
517nm, réduit par les extraits de plantes a différentes concentration ainsi que I’antioxydant de
référence (1’acide ascorbique).Les profils d’activité antiradicalaire obtenus révélent que les extraits
possedent une activité antiradicalaire dose dépendante, les IC50 de chacun des deux extraits et de

I’antioxydant de référence ont été déterminées et représentés dans la figure 32.

ICso est inversement lié & la capacité antioxydante d'un compose, car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Une faible valeur
d’ICsp signifie une forte activité antioxydante. La concentration de 1’échantillon nécessaire pour
inhiber 50% du DPPH radicalaire, a été calculée par régression lineaire des pourcentages
d’inhibition calculés en fonction de différentes concentrations d’extraits préparés. D’apres les
résultats obtenus, on constate que 1’acide ascorbique possede une activité antioxydant différente et

élevée par rapport a celle des deux extraits testés de 1’ordre de (2.60+0.78) pg/ml.
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Figure 32 : valeurs des IC50 exprimées en pug/ml des extraits des plantes testées et de I’acide

ascorbique (contrdle positif).
2. Effet du Nickel sur le poids corporel et le poids des organes

Les résultats du poids pondéral montrent que les animaux exposés a NiSO, présentent une
diminution significative (p<0,05) du poids pondéral et le poids du rein, foie, cerveau) a celle des
animaux témoins durant la période d’expérimentation. Les animaux qui sont exposés a NiSO, et

traités par HEHa; et traités par HE Th présentent une augmentation significative (p<0,05) du
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poids pondéral et le poids des organes testés par rapport aux rats intoxiqués non traités (Tableau
18, Tableau 19).

Tableau 18 : Evaluation des parametres pondéraux des rats témoins, NiSO, et traité par HEHa.

Poids Ni HEHa Ni- HEHa T
Poids corporel (g) | 61,22£3,92* | 108,23+0,51 | 96,07£0,33* | 113,6+0,24
Reins (g) 0,54+0,05* | 0,84+0,01 | 0,67£0,02*** | 0,86+0,05
Foie (g) 3,44+0,005% | 6,14+0,01 | 4,870,09% 6,47+0,013
Cerveau (g) 1,49+0,05% | 1,58+0,07 | 1,51#0,013% | 1,600,04

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*: p<0.05).

Tableau 19: Evaluation des parameétres pondéraux des rats témoins, NiSOy, et traité par HETh.

Poids Ni HETh Ni- HETh T
Poids corporel (g) | 61,22+3,92* | 110,17+0,01 | 97,12+0,14* 113,6+0,24
Reins (g) 0,54+0,05* | 0,83+0,05 0,70+0,13*** 0,86+0,05
Foie (g) 3,44+0,005* | 6,19+0,03 4,94+0,02* 6,47+0,013
Cerveau (g) 1,49+0,05* | 1,59+0,02 1,53+0,03* 1,60+0,04

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (***P < 0.001), (*: p<0.05).
3. Evaluation comportementale
3.1. L’épreuve de 1a nage forcée (Forced Swimming Test)

Le test a permis de mesurer le temps d’immobilité des rats durant les 6 min du test. Les résultats
relatifs & ce test ont montré que les animaux intoxiqués par Ni ont un temps d’immobilité
significativement élevé a celui des animaux témoins (p<0,001), ce qui refléte un état de désespoir.
Cependant, les rats de deux lots qui ont été exposé au Ni et déja traités par HEHa et HETh ont un
temps d’immobilité significativement inferieur a celui des rats exposes au Ni (p<0,001). Par
ailleurs, il existe une différence non significative entre les deux groupes Ni-HEHa , Ni-HETh et les
deux groupes T.HEHa, T.HETh (p>0,05) respectivement (figure 33,34).
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Figure 33: Comparaison du temps d’immobilite durant le test de la nage forcée entre les rats ;
témoins(T), intoxiquées(Ni), T-HEHa, Ni-HEHa. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM :
***P < 0.001(T vs Ni), ***P < 0.001 (Ni vs Ni-HEHa).
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Figure 34: Comparaison du temps d’immobilite durant le test de la nage forcée entre les rats ;
témoins(T), intoxiqués(Ni), T-HETh, Ni-HETh. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : ***p
< 0.001(T vs Ni), ***P < 0.001 (Ni vs Ni-HETh).
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3.2. Test de ’open field

Les deux figures (35, 36) illustrent les effets du Ni sur le comportement des rats dans le test de
L'Open Field (OFT). En effet, six parametres mesures sont représenté sous forme d’histogrammes

dans les figures ci-dessous.

L'analyse statistique montre une diminition significative (p<0.05) du temps de latence chez les
rats exposés au Ni comparé aux rats témoins. En revanche, ce temps chez les lots : (Ni-HEHa ,
T.HEHa) et (Ni-HETh , T.HETh) sont significativement augmenté en comparaison avec le lot
intoxiqué respectivement (p<0,001).

L'analyse statistigue montre une hyperactivité locomotrice qui est représenté par le nombre de
carreaux traversé chez les rats exposés au Ni comparé aux rats témoins. En outre, ’injection de
0.lmg/kg de HEHa et HETh montre une amélioration significative (p<0.05) de [’activité
locomotrice chez les rats traités et intoxiques par rapport aux rats intoxiqué par le Ni. L'analyse
statistique montre aussi une augmentation significative de nombre de visite au centre chez les rats
intoxique par le Ni par rapport aux rats témoins (p<0.05). Tandis que, nous avons remarqué une
augmentation non significative de nombre de visite au centre pour les deux lots des rats traités par
I’huile essentiel de H.articulatum et T.hirsuta et intoxiqués par rapport aux rats traités par ces deux
huiles essentielles. Concernant le nombre de redressement, on a remarqué une réduction
significative de celui-ci chez les rats de deux lots: Ni-HEHa et Ni-HETh a celui des rats
intoxiqués au Ni (p<0,05), et une élévation significative de ce nombre chez les intoxiqués par le Ni

en comparaison avec témoin (p<0,05).

Parmi toutes les variables mesurées dans ce test, L'analyse statistique n'a révélé aucune

différence significative de nombre de toilettages et de défécations entre les 6 groupes des rats.
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Figure 35 : La comparaison des différents paramétrés du test d’Open-field entre les rats ;
témoins(T), intoxiqués(Ni), T-HETh, Ni-HETh. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM:
*p<0.05(T vs Ni) ; * p<0.05 (Ni vs T.HEHa).
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Figure 36 : La comparaison des différents paramétrés du test d’Open-field entre les rats ;
témoins(T), intoxiqués(Ni), T-HETh, Ni-HETh. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM: *
p<0.05 (Ni vs T.HETh).
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3.3. La Piscine de Morris

Le labyrinthe aquatique permet d’évaluer les capacités exploratoires et 1’apprentissage spatial
chez les rats. Durant le deuxiéme jour d’apprentissage il existe une élévation significative du temps
de latence du lot intoxiqué en comparaison avec le lot témoin (p<0,01) (figure 37, 38). Le temps de
latence des deux lots qui regroupe des rats 1’un traité par I’huile essentielle de H.articulatum et
I’autre par I’huile essenticlle de T.hirsuta et intoxiqués par le Ni est inferieur d’une maniére
significative par rapport a celui des rats intoxiqués (p<0,01). Pendant le troisiéme et le quatrieme
jour d’acquisition, on a remarqué que le temps de latence des rats intoxiqués est significativement
supérieur a celui des rats témoins (p<0,001). De plus, le temps de latence du lot Ni.HEHa et
Ni.HETh est inferieur d’une maniére significative a celui du lot intoxiqué (p<0,001).
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Figure 37 :L’évaluation de I’effet préventif de I’huile essentielle de H.articulatum sur
I’apprentissage spatial chez des rats intoxiqués par le Ni. Les valeurs sont exprimées en moyenne *
SEM : Jr2 : **P < 0.01 (Témoin vs.Ni) ; **P < 0.01 (Ni vs.Ni.HEHa). Jr3 : ***P < (0.001 (Témoin
vs.Ni) ; ***P < 0.001 (Ni vs. Ni.HEHa). Jr4 : ***P < 0.001(Témoin vs.Ni) ; ***P < 0.001 (Ni vs.
Ni.HEHa).
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Figure 38:L’¢évaluation de I’effet préventif de I’huile essentielle de T.hirsuta sur I’apprentissage
spatial chez des rats intoxiqués par le Ni. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : Jr2 :
**P < 0.01 (Témoin vs.Ni) ; **P < 0.01 (Ni vs.Ni.HETh). Jr3 : ***P < 0.001 (Témoin vs.Ni) ; ***P
< 0.001 (Ni vs. Ni.HETh). Jr4 : ***P < 0.001(Témoin vs.Ni) ; ***P < 0.001 (Ni vs. Ni.HETh).

3.3.1. Le probe test

Le probe test a révelé une différence significative de temps de latence dans le cadrant NO (c’est
le cadrant cible qui contient la plateforme) entre les rats témoins et les rats Ni (figure 39, 40). Ces
derniers, ont un temps de latence significativement inférieur par rapport a celui des témoins
(P<0,01). De plus, le temps de latence du groupe Ni-HEHa et Ni-HETh est significativement élevé

comparé a celui du groupe Ni (p<0,01).
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Figure 39: Le temps passé dans le cadrant (NO) durant le probe test par les rats témoins,
intoxiques et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM : **P < 0.01
(Témoin vs Ni) ; **P < 0.01 (Ni vs. Ni-HEHa).
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Figure 40: Le temps passé dans le cadrant (NO) durant le probe test par les rats témoins, intoxiqués
et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : **P < 0.01 (Témoin vs Ni) ;
**P < 0.01 (Ni vs. Ni-HETh).
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3.3.2. Test visible :

Durant le test de la plateforme visuelle, les rats exposes au Ni prennent un temps
significativement plus élevé (figure 41, 42) afin d’arriver a la plateforme en comparaison avec les
rats témoins (p<0,05). Cependant, les lots :Ni.HEHa et Ni.HETh, ont mis un temps de latence
significativement inférieur pour arriver a la plateforme en comparaison avec les rats intoxiqués
(p<0,01).
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Figure 41 : Le temps de latence durant la plateforme visible chez les rats témoins, intoxiqués et
intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : *P < 0.05 (Témoin vs.Ni) ; **P
< 0.01 (Ni vs. Ni-HEHa).
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Figure 42: Le temps de latence durant la plateforme visible chez les rats témoins, intoxiqués et
intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM : *P < 0.05 (Témoin vs.Ni) ; **P
< 0.01 (Ni vs. Ni-HETh).
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3.4. Le test du compartiment sombre/ clair

Le test du double compartiment permet d’évaluer 1’état d’anxiété chez les animaux
d’expérimentation (figure 43, 44). Les résultats obtenues ont révéle que les rats intoxiqués par le Ni
ont passé plus de temps dans le compartiment sombre durant les 5 min du test par rapport au lot
témoin (p<0,001), au contraire dans le compartiment claire ce qui refléte un état d’anxiété due a cet
élément chimique. De plus, les deux groupes: Ni.HEHa et Ni.HETh passent un temps
significativement inférieur a celui du groupe intoxiqué (p<0,001) dans le compartiment sombre. Les
lots Ni-HEHa et Ni.HETh ont tendance de passer plus de temps dans le compartiment clair que les

lots exposés au Ni (p<0,001).
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Figure 43: Comparaison de I’effet de I’HE sur I’anxiete chez les rats exposes au Ni. Les valeurs
sont exprimées en moyenne = SEM : ***P < 0.001(T vs. Ni), ***P < 0.001(Ni vs T.HEHa).
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Figure 44: Comparaison de I’effet de I’HE sur I’anxiete chez les rats exposes au Ni. Les valeurs
sont exprimées en moyenne £ SEM : ***P < 0.001(T vs. Ni), ***P < 0.001(Ni vs T.HETh).

4. Evaluation du pouvoir antioxydant de HEHa et HETh in vivo

Afin d’évaluer I’effet antioxydant de I’'HE de «H.articulatum» et «T.hirsuta» suite a un stress
oxydant induit chimiquement par le Ni au niveau érythrocytaire, nous avons mesuré l'activité de la

CAT, GPx et SOD qui sont des molécules dotées d’un pouvoir antioxydant important.
4.1. L’activité de la SOD

Les superoxydes dismutases (SOD) sont capables d’¢éliminer 1’anion superoxyde en produisant
une molécule d’oxygéne et une molécule de peroxyde d’hydrogéne. Les résultatsassociés (Figure
45, 46) montrent une surexpression significative (p<0.05) de la SOD chez les rats exposés au Ni
par rapport aux rats témoins. Tandis qu’une réduction significative est observée (p<0.05) sous
I’action de (HEHa , HETh) chez le lot traité suite a une intoxication. Cependant, une diminution
significative (p<0.05) de I’activité de cette enzyme est remarqué cher les animaux témoins traité

aux (HEHa , HETh)
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Figure 45: L’effet de HEHa sur I’activité enzymatique de la SOD érythrocytaire chez rats témoins
et intoxiqués au Ni (*:p<0.01).
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Figure 46: L’effet de HEHt sur I’activité enzymatique de la SOD érythrocytaire chez rats témoins
et intoxiqués au Ni (*:p<0.01).

4.2. L’activité de la CAT

Les résultats de la figure 47 et 48 relatifs a ’activité de la catalase érythrocytaire montrent que
cette enzyme est surexprimée chez les rats intoxiqués au (Ni) par rapport aux rats témoins.
Toutefois, I’administration de HEHa et/ HETh chez les rats intoxiqués a réduit significativement

(p<0.05) I’activité enzymatique de la CAT par rapport aux rats intoxiqués non traités au HEHa /
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HETh. De méme, cette diminution significative de (p<0.05) de cette activité a été observée chez les

rats témoins traités aux huiles essentielles comparés aux rats témoins non traités (figure 47,48).
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Figure 47: L’effet de HEHa sur I’activité enzymatique de la CAT érythrocytaire chez rats témoins
et intoxiqués au Ni (*:p<0.05)
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Figure 48: L’effet de HEHt sur I’activité enzymatique de la CAT érythrocytaire chez rats témoins
et intoxiqués au Ni (*: p<0.05)
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4.3. L’activité du GPx

Le Glutathion peroxydase constitue I'un des plus importants systémes enzymatiques de
protection qui  assurent la détoxification du peroxyde d’hydrogéne dans les conditions
physiologiques normales. Les résultats obtenus relatifs a son action indiquent une baisse
significative (p<0.05) (p<0.01) de [Dactivit¢ enzymatique du GPx chez les animaux exposés
au Ni comparés aux animaux témoins. Cependant, les tests statistiques présentent une
¢lévation significative (p<0.05) (p<0.01) de D’activité enzymatique du GPx chez les rats
intoxiqués et traités au HEHa / HETh comparés aux rats non traités au HEHa / HETh (Figure
49,50).
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Figure 49: L’effet de HEHa sur I’activité enzymatique de la GPx érythrocytaire chez rats témoins
et intoxiqués au Ni (*: p<0.05).
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Figure 50: L’effet de HEHTt sur I’activité enzymatique de la GPx érythrocytaire chez rats témoins et
intoxiqués au Ni (**:p<0.01).

111



Résultat et interprétation

5. Dosage biochimique :
5.1. Détermination du taux de Nickel sanguin :

Les résultats obtenus de dosages du nickel sanguin par l'utilisation de la
spectrophotométrie d’absorption atomique (SAA), sont de I’ordre de 50,21+0,05 pg/dl pour
les rats intoxiqués par le NiSO4 (Tableau 20, 21). Ces taux sont diminué significativement
(p<0.001) a la suite de I'administration de I'extrait des deux plantes respectivement (H.articulatum
,T.hirsuta) ( (28,17+0,11),( 31,09+0,03*)) ce qui suggére qu'elles sont douée d'un pouvoir de
détoxification chez le lot de rats (Ni-HEHA, Ni-HETh).

Tableau 20: La comparaison du taux de nickel sanguin chez les rats témoins, intoxiqués au Ni,
intoxiqués et traités a HEHa.

Ni HEHa Ni- HEHa T
Ni (ng/g) 50,21+0,05* | 0,19+0,08 28,17+0,11* | 0,21+0,05

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (*: p<0.05).

Tableau 21: La comparaison du taux de nickel sanguin chez les rats témoins, intoxiqués au Ni,
intoxiqués et traités a HETh.

Ni HETh Ni- HETh T
Ni (ng/g) 50,21+0,05* | 0,25+0,07 31,09+0,03* | 0,21+0,05

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*: p<0.05).

5.2. Dosage de glycemie

Les résultats montrent une augmentation significative du taux de la glycémie chez les rats
intoxiqués au NiSO4 (p<0.001), respectivement par rapport aux rats témoins cependant
I’administration de HEHa/ HETh ont permis d’enregistré une baisse dans le taux de glucose (Figure

51 et 52).
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Figure 51 : Le dosage de la glycémie chez les jeunes rats témoins, intoxiqués au NiSO4, intoxiqués
et traités a HEHa. Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM ; (***: p<0.001).
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Figure 52 : Le dosage de la glycémie chez les jeunes rats témoins, intoxiqués au NiSO4, intoxiqués
et traités a HETh. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM ; (***: p<0.001).

5.3. Dosage des biomarqgueurs de la fonction rénale

L’analyse biochimique des biomarqueurs rénaux a la fin de I’expérimentation a montré une
¢lévation significative de la créatinine et de I'urée chez les rats exposés par le Ni compares
aux rats témoins. (Tableaux 22 et 23). Aprés le traitement par HEHA ou HETh, on a observé une
nette correction des teneurs plasmatiques de 1’acide urique ,la créatinine et 1’'urée chez les rats

préalablement intoxiqués.
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Tableau 22: Effet de HEHa sur le taux d'urée sanguin, d'acide urique et de créatinine chez des rats
intoxiqués par NiSO4 comparés aux rats témoins.

Ni HEHa Ni- HEHa T
Urée (mg/dl) 7,21%0,037* | 3,13 +0,42 4,55 +0,11* | 3,02 0,09
Acide urique (mg/dl) 6,41 +0,5* 3,17+0,55 4,84+3,10* | 3,05 10,34
Créatinine (mg/dl) 22,30 £0,01* | 6,78+0,06 11,91+0,03* | 7,10 £0,05

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (*: p<0.05).

Tableau 23: Effet de HETh sur le taux d'urée sanguin, d'acide urique et de créatinine chez des rats
intoxiqués par NiSO4 comparés aux rats témoins.

Ni HETh Ni- HETh T
Urée (mg/dl) 7,21+0,037* [310%0,50 | 5,05+0,04* | 3,02 0,09
Acide urique (mg/dl) 6,41 +0,5* 3,51+0,11 5,14+4,01* | 3,05+0,34
Créatinine (mg/dl) 22,30 £0,01** | 7,08+0,03 13,65+0,08** | 7,10 £0,05

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*: p<0.05).
5.4. Exploration de la fonction hépatique

L’analyse des marqueurs de la fonction hépatique , indique qu’au niveau sérique [’activité
de ’ALT et AST sont significativement plus élevées chez les rats intoxiqués (Ni) vis a vis
aux rats témoins (p<0.05). Le traitement par les huiles essentielles des la plantes (H.articulatum
,T.hirsuta) on permis d'observer une diminution significative dans les activités transaminases
(ALT et AST) comparée aux rats intoxiqués au (Ni) (Tableau 24 et 25). L’exposition au Nickel
augmente la teneur en bilirubine totale chez les animaux intoxiqués (Ni) comparées aux animaux
témoins. L’administration des huiles essentielles des plantes réduit significativement les teneurs de
la bilirubine totale chez aux rats intoxiqués au Nickel traités par les huiles essentielles de
(H.articulatum, T.hirsuta) comparé aux rats intoxiqués (p<0.01) (Tableau 24 et 25).

Tableau 24: Effet de I’huile essentielle de la plante H.articulatum sur [D’activité des enzymes

hépatiques et la teneur en bilirubine chez des rats intoxiqués par le plomb comparés aux rats

témoins.
Ni HEHa Ni- HEHa T
ALAT (UI/) 64,75+1,51* | 12,83 10,24 24 51+2.11* | 10,08 +4,39
ASAT (UI/N) 65,79 +1,63* | 13,5 +0,87 26,69+2 35* | 14,57 +0,42
Bilurbine totale (mg/dl) 13,11 £0,01** | 4,87+0,05 7,85+0,02** | 4,85 +0,14

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (**: p<0.01,*: p<0.05).
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Tableau 25: Effet de I’huile essentielle de la plante T.hirsuta sur ’activité des enzymes hépatiques

et la teneur en bilirubine chez des rats intoxiqués par le manganése comparés aux rats témoins.

Ni HETh Ni- HETh T
ALAT (UI/) 64,75£1,51* | 11,95:02 | 2575+0,21* | 10,08 4,39
ASAT (UIN) 6579%163% | 115308 | 27,31%04* | 14572042
Bilurbine totale(mg/dl) | 13 11%0,00%* | 467:003 | 7,81 £0,01** | 4,85+0,14

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (**: p<0.01,*: p<0.05).
5.5. Evaluation des parametres lipidiques

Cependant, les résultats des autres parameétres lipidiques (triglycérides et le cholestérol total) sont
illustrés par les tableaux 26 et 27.
L’analyse

statistique révele que la teneur en lipides plasmatiques essenticllement les

triglycérides et le cholestérol total sont significativement supérieurs (p<0,01) chez les rats
intoxiques (Ni) comparé aux rats témoins.
de HEHaet HETh chez les rats

préalablement exposés au Nickel ont montré une réduction significative (p<0,01) des triglycérides

Par ailleurs, I’administration par la voie intrapéritonéale

et le cholestérol total comparé au rats intoxiqués.
Tableau 26: Effet de I’huile essentielle de la plante H.articulatum sur les différents parametres

biochimiques chez des rats intoxiqués par le Nickel comparés aux rats témoins.

Ni HEHa Ni- HEHa T
Cholestérol total (mg/) 2,45+ 0,04%* | 1,74 £0,06 1,88 £0,09%* | 1,78 0,07
Triglycérides 2,05£0,05%* | 1,0920,02 1,28 £0,03** | 1,13 0,006

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (**: p<0.01,*: p<0.05).

Tableau 27: Effet de I’huile essentielle de la plante T.hirsuta sur les différents parametres biochimiques

chez des rats intoxiqués par le nickel comparés aux rats témoins.

Ni HETh Ni- HETh T
Cholestérol total (mg/) | 245+0,04* | 1,83+001 | 192£011%* | 178%0,07
Triglycérides 2,05:005* | 1,08t004 | 1,24%0,05** | 1,130,006

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (**: p<0.01,*: p<0.05).
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6. Effet du Nickel et HEHa et HETh sur P’architecture structurale des organes
6.1. Effet du Nickel et HEHa et HETh sur I’architecture structurale du rein

L’histologie du cortex rénal des rats du lot témoin a montré la présence de glomérules uniformes
avec membrane bien définie (Figure 53A).

Chez les lots traités par HEHa, I’histologie du cortex rénale montre une structure normale
et comparable a celle observe chez les rats témoins (Figure 53 D).

L’architecture du cortex rénal chez les rats du lot intoxiqué au nickel était séverement
altéerée ou la plus part des glomérules sont nécrosés, avec dégénérescence de la capsule
de Bowman (Figure 53B).

Pour les lots intoxiqués au nickel et traités par HEHa, les glomérules paraient plus
grands et non arrondis (dilatés) ; une régénération de la capsule de Bowman et des cellules
interstitielles, avec des tubes contournés (Figure 53C).

Dans le méme contexte, les animaux qui sont exposés au Ni et traités par HETh montrent une
régénérescence tissulaire avec un parenchyme rénal marqué par une discreéte réaction
inflammatoire faite d’un infiltrat inflammatoire discret de type lymphocytaire (Figure 53. E).

L’observation au microscope optique des tissus rénaux des rats traités avec HETh a montré la
structure normale des tubules rénaux et les glomeérules (Figure 53. F).
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Figure 53: La microscopie optique de tissu rénal coloré a I'nématoxyline et a I'éosine.

(A) G: (x100) dans des sections de rein des rats témoins sont apparus avec l'architecture normale.(B) G:
(x100) Sections des rats exposes au Nickel on montré une nécrose et dégénérescence de la capsule de
Bowman (fleche noir).(C) G : (x20) Sections des rats exposés au Nickel et traités avec I’huile essenticlle de
Haloxylon articulatum illustre une régénération de la capsule de Bowman (fléche noir) et des cellules
interstitielles, avec des tubes contournés (fleche jaune) et (D) G: (x100) sections de rein normal des rats
traités avec I’huile essentielle de Haloxylon articulatum. ).(E) G : (x20) Sections des rats exposés au
Nickel et traités avec I’huile essentielle de Thymélaea hirsuta illustre une régénération de la capsule de
Bowman (fleche noir) et des cellules interstitielles, avec des tubes contournés (fleche jaune) et (F) G : (x100)
sections de rein normal des rats traités avec I’huile essentielle de Thymélaea hirsuta .

6.2. L’effet du Nickel et HEHa et HETh sur Parchitecture structurale du foie

Les coupes histologiques du foie des rats intoxiqués par NiSO4 montrent un début d’un
processus inflammatoire autour des espaces portes réalisant des signes d’hépatite avec foyer de
nécrose. (Figure 54. (B)).

Le traitement des rats exposés au NiSO4 avec huile essentielle de Haloxylon articulatum a montré
la présence modérée de quelques foyers d’inflammation. De méme, aucune nécrose ni de Iésions

épithéliale n’est observé (Figure 54. (C)).

De méme, Le traitement des rats exposes au NiSO4 avec I’HE de Thymélaea hirsuta a révelé des
hépatocytes subissent des signes derégénération : hépatocytes de grande taille binucléés au
cytoplasme granuleux (Figure 54. (E)).

Par ailleurs, I’observation au microscope optique des tissus hépatiques des rats témoins et les rats

traités avec HEHa, HEHt ont montré un aspect subnormal, un parenchyme hépatique sans
particularités histopathologiques (Figure 54. (A) ; (E) ; (F)).
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Figure 54: La microscopie optique de tissu hépatique coloré a I'nématoxyline et a I'éosine G:( x 40). (A) G:(
x 40) dans des sections du foie de rats témoins sont apparus avec l'architecture normale. (B)Les rats exposés
au Ni a montré une nécrose hépatique (fleche noir), nécrose (fleche verte).(C) des rats intoxiqués au Ni et
traités avec I’'HE Haloxylon articulatum illustre une inflammation modérée (fleche noire) (D) sections de
foie normal des rats traités avec I’HE de Haloxylon articulatum. (E) Les rats exposés au Ni et traités avec
I’HE de Thymélaea hirsuta a montré des hépatocytes en régénération (fleche noir), inflammation portale
(fleche bleu) et (F) sections de foie normal des rats traités avec I’HE de Thymélaea hirsuta .
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1. Rendement et composition chimique

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix du solvant), ainsi que les conditions
dans lesquelles I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid) affectent tous le contenu total en
phénols et flavonoides et par conséquent affecte les activités biologiques médiées par ces
métabolites (Lee et al, 2003). D’autres auteurs ont montrés que le méthanol reste le solvant le mieux

choisi pour extraire les antioxydants d’une plante. (Sun et al., 2007).

L’EA des deux plantes Haloxylon articulatum Boiss et Thymélaea hirsuta préparées a ebullition
montre un rendement de 27.9 % et 14.34% respectivement, presque deux fois plus important que
celui de ’EM de Ha et Th de rendement de 20.4% et 9,82% respectivement qui sont préparés a la
température ambiante.

Pour chaque espéce végétale et au sein de la méme espéce, la nature des composants
phytochimiques est a I’origine des activités biologiques de chaque extrait ou fraction. Ces activités
sont aussi en dépendance de la teneur de la substance ou I’ensemble des substances biologiquement

actives. (Mohammedi, 2013).

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que 1’extrait d’huile essentielle de T. hirsuta
enregistre un rendement de 1’ordre de 0.31% plus élevé que celui enregistré par H. articulatum
0.11%.Ces rendements peuvent étre considérés comme le plus faible comparativement aux
especes de méme genre.

Des études réalisees dans la région sud de la Tunisie ont montré que le rendement en huile
essentielle varie selon l'origine de la plante. Les valeurs obtenues en fonction de la région de récolte
. (Gabes, Médenine et Benguerdane 0.36%, 0.60% et 0.30%, respectivement). Le deuxieme
parameétre considéré était le mois de la récolte, les valeurs observées sont de 0.32%, 0.42% et 0.15%
respectivement pour les mois d'’Ao(t, Novembre et Avril) (Neffati et al., 2009). En plus, Otmani
en 2014 montre que I’extraction de 1’ Haloxylon scoparium qui a été effectué par deux méthodes,
la premiére par hydrodistillation a fourni un tres faible rendement de 0,18% par contre 1’extraction
par solvant a fourni un rendement plus importent de 0, 572%.

Il semble, en fait que la teneur maximale en huile est obtenue quand toute les fleurs ont atteint
leur pleine maturité, parce que les celices contiennent le plus grand nombre de glandes sécrétrices

par unité de surface (Rahman et al., 1999).

Les analyses chromatographiques de [I’huile essentielle Haloxylon articulatum ont permis

d’identifier 69 composés qui représentent principalement les polyphénols, les terpenes...... ect,
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Thymol (14,19%), Alphaterpinene (11,02), 8 -E-Ociméne (9,64), 1,8-Cineole (8,69),0leuropine
(5,17%), Linalol (5,12%), Delta -3- Caréne (4,12) . Les résultats obtenus corrobore avec les travaux
de Chaouche et al., (2014) qui ont prouvé la présence des polyphénols. Plusieurs travaux réalisés
sur la partie arienne de la plante on montré la présence des tanins, flavonoides (Alghazeer et
al.,(2012). Ces composés phénoliques sont formés dans la voie des phénylpropanoides, qui est
stimulée principalement par I'enzyme phénylalanine ammoniac -lyase (PAL). Le métabolisme des
phénylpropanoides transforme phénylalanine, le point substrat de branche entre le métabolisme
primaire et secondaire, alors que le stress environnemental, tels que la sécheresse peut influence la
voie de biosynthese de polyphénol (Andre et al., 2009) . En réponse a des stress
environnementaux, l'activité de PAL augmente et que lI'enzyme active de nombreux genes engageés
dans la synthese des phénylpropanoides (Oh et al., 2009). Il a été montré que l'induction de
I'accumulation des composés phénoliques, peut jouer un réle dans le mécanisme de protection

pendant un stress hydrique (Miura et Tada , 2014).

Compte tenu du caractére polaire des extraits, I'analyse réalisée a été orientée pour les composés
hydrophiles, en particulier les phénoliques. De plus, I'activité antioxydante des especes végétales est
souvent liée a leur teneur phénolique, car ces composés sont connus pour leur propriétés redox (en
tant qu'agents réducteurs, donneurs d’hydrogéne, extincteurs a oxygéne singulet ou chélateurs
d'éléments métalliques) (Rice-Evans et al., 1996). En effet, la présence de phénols et de nombreux
autres groupes de composés phénoliques (de concentrations différentes) dans les extraits végétaux
est un facteur déterminant pour prévenir l'oxydation des lipides (Rice-Evans et al., 1996), qui
constitue I'un des types les plus forts de activité antioxydante vérifiée parmi les espéces étudiées. En
fait, planter les composés phénoliques peuvent retarder le début de l'oxydation des lipides et la
décomposition des hydroperoxydes dans les produits alimentaires ainsi que dans les tissus vivants
(Carocho et Ferreira, 2013).De plus, Certaines études ont montré que l'activité biologique des
huiles essentielles est supérieure a celle de ses composés majoritaires testés séparément. Les
composes purs, exemple le thymol et le carvacrol ont un net effet synergique, ce qui expliquerait les
différentes activités des chémotypes. L'aldéhyde cinnamique est généralement indifférent aux deux
phénols (Lahlou, 2004).

2. Etude phytochimique

Selon les résultats du criblage phytochimique des plantes étudiée on a observée la richeresse de

la plante Haloxylon articulatum en métabolites secondaires tel que : alcaloides, saponosides,
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coumarines ; tandis que T .hirsuta le résultat a révélé la présence une faible quantité (des traces)

des Tannins et saponosides.

D’autres travaux ont montrés que les extraits méthanoliques de T .hirsuta et de H .scoparium
contiennent d’importants métabolites secondaires comme : les flavonoides, glycosides
cardiotoniques et les tannins ainsi que des alcaloides (Mohammedi, 2013). Donc ils peuvent
attribuer aux extraits diverses propriétés thérapeutiques. Levin (1976) a observé la présence
des alcaloides chez 36% des especes de thymeleacées, alors que Touati (1985) a signalé que
Thymelaea hirsuta ne contient pas. Quant aux tannins, ils semblent étre peu courants dans la
famille des Thymelaeaceae. Lorsqu’ils apparaissent, il s’agit généralement de dérivés du
leucocyanidol (Hegnauer, 1973). Alors que les feuilles de Thymelaea hirsuta contiennent
des tannins de type gallique (El Beiheiry, 2000). Ferrari (2002) affirme que les thymelaeaceae
ne sont pas une famille a saponines.

Les polyphénols diminuent le risque des maladies cardiovasculaires en protégeant les
lipoprotéines de faible densité contre 1’oxydation et en limitant 1’agrégation plaquettaire et les
dysfonctionnements de I’endothélium vasculaire. (Aichouba et Tenni, 2014). lls sont caractérisés
aussi par leurs propriétés anti-apoptotiques, anti-vieillissements, anti-carcinogénes et anti-
inflammatoires. Des propriétés antibactériennes, cardiotoniques sont décrites chez les terpénoides.
Leur présence signifie que les plantes sont une bonne source en substance antimicrobiennes. Les

glycosides sont connus pour abaisser la pression sanguine. (Mohammedi, 2013).

Les alcaloides sont caractérisés par une activité antibactérienne, antispasmodique et
analgésique, ces molécules présentent aussi une certaine toxicité ce qui exige 1’utilisation avec
prudence des plantes. La présence des tannins confere aux plantes des propriétés antiseptiques et
antioxydantes. Nos résultats indiquent la présence des flavonoides dans les extraits testés. Ils ont des

propriétés anti-inflammatoires, antivirales et antioxydantes.
3. Evaluation de ’activité antioxydant

La capacité des extraits naturels a piéger les radicaux libres dépend de plusieurs parametres : la

dose, la structure, les substituants et le degré de polymérisation des molécules bioactives.

La teneur élevée en phénols totaux dans les extraits et les interactions synergiques pourraient
expliquer les fortes propriétés antioxydantes de ces plantes. Un tel concept a été prouve par
plusieurs travaux. (Oktay et al., 2003 ; Ksouri et al., 2008 ; Cakir et al., 2003) En comparant les

résultats obtenus avec les données précédemment publiées sur H.articulatum et T.hirsuta, nous
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avons trouvé que les teneurs totales en phénols et en flavonoides sont comparables aux études
d'Alghazeer et al.(2012).

Les extraits de ces plantes ont montrés une capacité a piéger le radical DPPH. L’extrait de
H.articulatum présente une 1Cso de ’ordre de (15.06+1,45) ug/ml inférieure par rapport a celle de
I’extrait de T. hirsuta (7,83+£0,307) pg/ml. Ceci est en concordance avec les résultats de
Mohammedi, (2013) obtenus a partir des extraits méthanoliques de H. scoparium et T. hirsuta qui
ont montrés une activité antioxydante avec des ICsy de 1’ordre de 26,94+0,2128 et 12.37+0.307

pg/ml respectivement.

Les composés phéenoliques de I'extrait de H.articulatum étaient probablement impliqués dans
leur activité antiradicalaire. Ainsi, Alghazeer et al (2012) ont montré que H.articulatum est
impliqué dans plusieurs processus biologiques, dont des activités antioxydantes (DPPH/IC50 8
mg/mL). Les données expérimentales révelent que I'extrait de H.articulatum est susceptible d'avoir
un effet plus puissant de piégeage des radicaux libres que le contrdle positif (BHT). L'effet de
piégeage des extraits phénoliques et du standard sur le radical DPPH exprimé en valeurs IC50 était
dans l'ordre suivant : H.articulatum (6,32- 0,25 mg/mL) (Chaouche et al., 2014).

L'activité antioxydante des plantes testées pourrait étre attribuée a leur teneur totale en phénols
et/ou flavonoides. Il existe une relation trés positive entre les phénols totaux et l'activité
antioxydante de nombreuses especes végétales, en raison de la capacité de piégeage de leurs
groupes hydroxyle (Vinson et al., 1998). Il a également été rapporté que les composés phénoliques
sont des donneurs d'hydrogene efficaces, ce qui en fait de tres bons antioxydants (Yen, Duh, &
Tsai, 1993). De plus, les flavonoides agissent comme piégeurs de diverses espéces oxydantes, c'est-
a-dire l'anion superoxyde (O2 -¢), le radical hydroxyle ou les radicaux peroxy, ils agissent

également comme des quenchers d'oxygene singulet (Das et Ratty, 1986).

Amari et al., (2014) montrent que I'extrait de T.hirsuta (feuille, fleur, tige) présentait une activité
de piégeage dépendante de la concentration contre le radical hydroxyle dans un systéme réactionnel,
et les potentiels de piégeage des radicaux libres des extraits se sont avéres étre de l'ordre extrait de
fleur>extrait de feuille>extrait de tige. Il semble que les trois extraits de parties aériennes de

T.hirsuta possédent des capacités de don d'hydrogene pour agir comme antioxydant.

En plus, les teneurs élevees en phénols et en flavonoides de T.hirsuta peuvent étre responsables
de son activité de piégeage des radicaux libres. De plus, le criblage de composés phytochimiques
chez T.hirsuta a révélé la présence de tanins, d'alcaloides, de stéroides, de saponines, de composés

réducteurs de coumarines et d'anthraquinones.
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4. L’effet du traitement par I’huile essentielle de T.hirsuta et H.articulatum Boiss et du

nickel sur le poids corporel et le poids des organes :

Les résultats enregistrés montrent clairement que le poids des animaux exposés aux (Ni) est
significativement inférieur a celui des animaux témoins qui se traduit par une diminution du gain
pondéral. Toutefois, I'anorexie causée par ces métaux peut étre justifiee par leur action sur
plusieurs neurotransmetteurs qui sont impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, comme la
sérotonine, la dopamine, norépinephrine, et le glutamate pourraient jouer un réle primordial dans le
contréle de la satiété (Torres and Nowson, 2007). En plus, La modification du poids corporel ainsi
que de la prise alimentaire indiquent évidemment que le stress est devenu une partie intégrale de la
vie quotidienne (Bowers et al ., 2008 ; Frick et al ., 2009). Cependant, I’exposition au stress
chronique peut apporter des conséquences nuisibles au cerveau et confere la susceptibilité a certains
désordres émotionnels (Fernandez et al ., 2010). Citons que la diminution du poids corporel est
I’'un des symptomes dépressifs (Klerman and Weissman, 1988), les différences des poids
observées au cours de cette expérimentation peuvent soulever I’hypothése abordée par (Strekalova
et al ., 2004) qui met en avant une prise alimentaire plus faible conséquente a une dépression.

Dans les mémes séries d'expériences, nous avons observé une réduction significative du poids du
rein, foie et cerveau chez les rats intoxiqués (Ni,) comparé aux témoins. Cela peut étre dd au

ralentissement dans le développement des organes internes (foie et rein, cerveau) (Bisson, 2012).

Par conséquent, I’administration de 1’huile essentielle de H. articulatum Bois et T.hirsuta a
des rats exposés aux (Ni) a permis d'observer une nette augmentation dans le gain corporel ceci
comparé aux animaux intoxiqués. Ainsi une élévation significative du poids des organes tel que :
cerveau, foie et rein. Ce regain de poids enregistré pourrait étre di a la présence de composés
terpénoides qui agissent en stimulant le transport du glucose dans les cellules. Vu que, les
variations de sucre et de ’hormone d'insuline dans le sang sont liées a 1'appétit, a la faim et a
différents besoins en nourriture, particulierement des besoins en hydrates de carbone. En contrélant
le taux de ces paramétres dans le sang, elle constitue donc un complément efficace pour corriger la

perte de poids chez 1’animal (Judpentiené et Mockuté, 2004 ; Vinay Dwivedi et al., 2011).

Le poids corporel et le poids relatif des organes de tous les rats traites ne différaient pas
significativement (P > 0:05) de ceux des groupes témoins. Cela indique que I'extrait n'a pas affecté
I'appétit ou n'a pas eu d'effets indésirables sur la croissance des animaux (Kharchoufa.L et al.,
2020)
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5. Effet du nickel I’huile essentielle de T.hirsuta et H.articulatum Boiss sur le
comportement cognitif chez le rat

Dans cette étude, nous avons étudié le comportement et I'effet neuropathologique potentiel de
I'exposition expérimentale de rats au Nickel, et les animaux testés ont présenté des troubles
neurologiques, notamment des troubles de I'apprentissage et de la mémoire, 1’état de la dépression,

de I’anxiété, de I’activité locomotrice, ainsi qu'une perte neuronale par rapport aux témoins.

Concernant le test de la nage forcée, les résultats obtenus montrent clairement que les rats
intoxiqués au Ni présentent un temps d’immobilité plus important que les rats témoins, ce qui
refléte un comportement dépressif se manifestant par une réduction dans la nage et I’installation
d’un état de désespoir qui est la conséquence de la perturbation de la voie sérotoninergique au
niveau cérébral principalement striatum, hippocampe et 1’axe hypothalamo-hypophysaire.
Cependant, la dépression est une pathologie qui serait liée a un hypofonctionnement du systeme
sérotoninergique central (Meltzer et Lowy , 1987).ce résultat est similaire le résultat de K.
Kahloula et al en 2014 qu’ils ont montre clairement que les animaux intoxiqués au Ni durant la
gestation et la lactation présentent un temps d’immobilité plus important que les animaux témoins,
Ces données sont en accord avec certains travaux qui rapportent que 1’exposition au Ni entraine une
diminution globale significative de I’expression des génes liés a 5-HT reflétant en grande partie
I’effet négatif sur le récepteur (Lauder, 1985; Dreyfus, 1998). De plus, les altérations du
transporteur de la sérotonine pourraient participer a la physiopathologie de la dépression (Slotkin et
Seidler, 2008).

Alors, L’augmentation de ’'immobilité dans le FST indique un comportement de désespoir
aggravé, ce qui est sans aucun doute expliqué par un déréglement au niveau des systémes de
régulation induit par le Ni. Le stress génére donc des modifications comportementales et il serait
responsable chez I’homme selon des études réalisées de beaucoup de désordres psychiatriques

comme la dépression et I’anxiété (Garcia-Bueno et al ., 2008 ; Horstmann and Binder, 2011).

Par ailleurs, les deux lots de rats : Ni.HEHa et Ni.HETh présentent une réduction de (TIM)
comparant avec les rats regu le sulfate du nickel et résultat sont particulierement proches du groupe
témoin, ce qui reflete une action efficace des molécules végétales et des éléments chélatants sur le

rétablissement de I'état normal.

En plus, Certaines études ont montré que l'activité biologique des huiles essentielles est
supérieure a celle de ses composés majoritaires testés séparément. Les composés purs, exemple le

thymol et le carvacrol ont un net effet synergique, ce qui expliquerait les différentes activités des
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chémotypes. L'aldéhyde cinnamique est genéralement indifférent aux deux phénols (Lahlou, 2004),

donc presente un effet antidépressif.

Cependant, L'analyse statistique dans le test open field qu’est I’un des tests les plus utilisés pour
évaluer I’activité locomotrice et ’anxiete chez les rongeures montre une forte activité locomotrice
qui est représenté par le nombre de carreaux traversé, aussi une augmentation significative de
nombre de visite au centre et le nombre de redressement chez les rats exposes au Ni comparée aux
rats temoins. Ces résultats confirmés par K. Kahloula et al en 2014, qu’ils sont montre clairement
que I’administration du Ni pendant la gestation et la lactation a présenté¢ une augmentation
significative dans le nombre de carreaux traversés et le nombre de redressement, ce qui révele une
hyperactivité locomotrice chez les rats intoxiqués par rapport aux rats non intoxiqués. Cette
augmentation dans I’exploration du milieu est peut étre expliquée par 1’action du Ni sur le systéme
dopaminergique qui se traduit par une augmentation de la synthese, de la libération du

neurotransmetteur et I’hyperfonctionnement des récepteurs post synaptiques.

En revanche, nous avons observé que 1’administration de I’huile essentielle avec le sulfate de
nickel quelque soi pur le H.articulatum ou bien pour T.hirsuta une diminution significative dans le
nombre de carreaux traverses et dans le temps de latence et le nombre de défécation en comparaison

avec le groupe intoxique.

L’extrait de H. articulatum et T.hirsuta a révélé un meilleur effet sur I'apprentissage chez les
animaux puisque I'évitement passif dans ce groupe était amélioré par rapport aux animaux
intoxiqués. Ces résultats concordent avec les données précédemment rapportées indiquant qu'une
co-administration de certaines préparations végéetales comme I'extrait de Vitis vinifera avec Al a
montré une guérison des troubles amnésiques (Lakshmi et al., 2014). Ce résultat obtenu dans cette
étude est similaire au résultat de Berkiks et al en 2014 suggeérent que I'extrait éthylique de
Thymelaea lythroides peut entrainer une diminution de I'activité exploratoire et de la locomotion.

De tels effets sont généralement médiés par une activité dans le systéme nerveux.

On peut expliquer que, I'acétylcholine est généralement liée a la mémoire a court terme et a
I'activité locomotrice, les métaux lourds sont des métaux potentiellement toxiques qui inhibent des
enzymes comme l'acétylcholinestérase cependant nos extraits de plantes protégent efficacement les

fonctions neurologiques peut étre par inhibition I'effet du Ni (Tair et al., 2016).

En ce qui concerne les résultats enregistrés pour le test de la piscine de Morris nous avons
constaté que le temps d’apprentissage des animaux intoxiqués était élevé d’une maniére

significative durant la phase d’acquisition par rapport aux animaux temoins. Cela indique que les
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animaux exposés au Ni ont des difficultés ou des troubles d’acquisition. Concernant le probe test le
temps de latence dans le cadrant cible par les rats intoxiqués est significativement inférieur a celui
des rats témoins ce qui signifie que les animaux exposes au Ni n’ont pas bien mémorisé la
localisation de la plateforme en se référant a des indices spatiaux. Par contre, la phase de la plate-
forme visible, les résultats de présent étude présentent un temps de latence significativement élevé
chez les rats intoxiqués au Ni par rapport aux rats témoins, cela peut étre dd aux troubles visuels
installés au cours de la période de développement cérébral. Ces derniers sont expliqués par la
perturbation et les affaiblissements des capacités d'apprentissage et de mémorisation (Xu et al .,
2009). D’aprés les résultats de HALOUIL. M (2014), les rattes soumises au stress chronique de
contention montrent une augmentation significative du temps de latence avec diminution du temps

passé dans le quadrant cible dans le test aquatique de Morris.

Les réponses physiologiques principales du stress chronique incluent 1’axe hypothalamo-
hypophysio-surrenalien (HPA) et le systeme sympatico- édullosurrénale, par lesquels les niveaux de
corticostérone et des catécholamines pourraient étre modifiés (Cohen and Hamrick, 2003 ; Yi et
al ., 2013). Ce qui en résulte une modification des fonctions cognitives incluant I’apprentissage et la
mémoire spatiale (Yi et al ., 2013). Les troubles : apprentissage/mémoire spatiale sont a mettre en
lien avec les altérations spécifiques de I’hippocampe dont dependent largement ces taches

comportementales (Vann and Albasser, 2011).

Dans des situations stressantes 1’hypothalamus recoit des stimulations directes du systéme
limbique ainsi que des stimulations noradrénergiques provenant du locus coeruleus et du noyau du
tractus solitaire (Carrasco and Van De Kar, 2003 ; Itoi, 2008). En réponse a ces stimulations,
I’hypothalamus libére le CRH qui active 1’adenohypophyse secrétant a son tour I’ACTH. Ce dernier
induit alors la synthése des glucocorticoides a partir du cholestérol par les glandes surrénales. Ces
hormones sont impliquées au cours du stress dans de nombreuses régulations fonctionnelles, dans
les métabolismes et le systéme nerveux central (Morilak et al., 2005).

En plus, Le systeme glutamatergique, spécifiguement le complexe du récepteur NMDA, est une
cible qui fait I’objectif de 1’action neurotoxique du Ni. Cependant, 1’exposition a ce métal induit des
changements des fonctions du récepteur NMDA. Aussi, il est possible que le Ni puisse aggraver les
lésions neuronales en potentialisant 1’activit¢é de NR2B, en particulier dans les neurones en
développement (Marchetti et Gavazzo, 2003 ; Gavazzo et al., 2011). De plus, ce métal entre en
compétition avec le Mg2, Zn2 et surtout avec Ca2 dans les différents sites de liaisons de la
libération du neurotransmetteur et sa régulation qui a des effets négatifs sur les fonctions normales

physiologiques (Eichhorn, 1975 ; Spiro, 1980). Ainsi donc, les effets du Ni sur le systéme
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glutamatergique pourraient contribuer a expliquer les perturbations du processus de I’apprentissage

et la mémoire.

Par ailleurs, le traitement par H.articulatum et T.hursuta a permis de diminuer significativement
le temps de latence pour arriver a la plateforme durant les 4 jours de la phase d’acquisition pour
I’huile essentielle. De plus, durant le probe test, les rats traités par ces deux plantes ont un temps de
latence important dans le cadrant cible par rapport aux rats intoxiqués par le Ni et mettent peu de
temps afin de trouver la plateforme dans la phase de la plateforme visible ce qui suggeére 1’effet
correcteur de I’huile essentielle de ces deux plantes étudiées des troubles et des dommages causés
par le sulfate e nickel. Donc I’extrait des deux plantes H.articulatum et T.hirsuta a augmenté la
mémoire et les taches d’apprentissages en réduisant le taux d’acétylcholinestérase au niveau de la

clé synaptique du cerveau.

L’analyse des données relatives au test du double compartiment obscurité/ lumiere a montré
que les animaux intoxiqués par le Ni ont souhaités de passer plus de temps dans le compartiment
sombre durant les 5 min du test par rapport au lot témoin ce qui confirme un état d’anxiété des
animaux intoxiqués. Certains auteurs ont indiqué que 1’exposition au Ni présentera par la suite des
troubles psychologiques a savoir : des tremblements, une anxiété et une dépression (Kahloula et
al., 2014). Ces resultats sont corrélés avec ceux de Kang et al. (Kang et al., 2006, 2007) qui
suggerent que I’exposition au Ni affecte le fonctionnement de plusieurs canaux ioniques neuronaux
différents de type N-méthyl-D aspartate (NMDA) dépendants du calcium. De plus, certains auteurs
indiquent que ce métal lourd module I’activité des récepteurs NMDA d’une maniére qui dépend en
partie de la sous-unité (NR2A ou NR2B) (Marchetti et Gavazzo, 2003 ; Gavazzo et al., 2009).
Cette médiation des récepteurs fournit un réle important dans la plasticité synaptique qui organise le

systeme nerveux en développement (Yashiro et Philpot, 2008).

Par ailleurs, les deux lots de rats: Ni.HEHa et Ni.HETh passent un temps significativement
inférieur a celui du groupe intoxiqué par le Ni dans le compartiment sombre. Tandis que ces
derniers lots des rats ont tendance de passer plus de temps dans le compartiment claire que les rats

soumis a un stress par le Ni.

Le teneur en polyphénols totaux de 86.44 mg/g pour Themylaeahirusta et le teneur en flavonoide
totaux est de 83.86 mg/g(GHOUL, 2019), ces molécules jouent un réle antioxydant important qui
inhibe I'effet du Ni.

D’apres ces résultats, I’HE de ces deux plantes peut avoir un effet anxiolytique.
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6. Impact du Ni et HE de T.hirsuta et H.articulatum Boiss sur le stress oxydant
érythrocytaire

Les enzymes antioxydants endogenes sont responsables de la neutralisation du radical libre ainsi
que de la prévention de son action responsable de dommage tissulaire. Le stress oxydatif résulte
d'un deséquilibre entre la production de ROS et défenses antioxydantes, qui a son tour provogue
une série des événements déreglementer les fonctions cellulaires. Les enzymes antioxydants, telles
que la SOD, CAT et GPX constituent une équipe solidaire de la défense contre ROS
(Bandyopadhyay et al., 1999).

Les résultats obtenus montrent que le sulfate de nickel on provoqué une augmentation
importante de la concentration de CAT et une diminution de la glutathion peroxydase et SOD dans
le sang des rats intoxiqués par le Ni par rapport aux rats témoins. Ce résultat est nettement en
accord avec ce qui a été décelé par Martin-Mateo et al ., 1997 qui ont attribué a cette augmentation
d’activité suite a une augmentation du taux de Ni sanguin accompagné par une surexpression de la
CAT. De plus, Das et al., 2006 ont rapporté des résultats similaires au niveau érythrocytaire chez
des rats adultes ayant recu la solution de NISO4 par voie IP et avec ceux de Chen et al., 2002 qui
ont noté cette surexpression dans des lymphocytes humaines. D’autre part, la CAT peut réduire
partiellement les oxydants induits par 1’élévation du taux de Ni. Elle prévient aussi la génération des
radicaux hydroxyles (Das et al., 2008). L'étendue de la peroxydation lipidique induite par le nickel
a montré une relation inverse avec certains des systémes de défense antioxydants cellulaires
endogenes, a l'exception de la SOD, de la CAT et de la glutathion-S-transférase. De plus,
I'exposition des lymphocytes de rat au sous-sulfure de nickel augmente la formation de ROS de
maniere concentration-dépendante (Chakrabarti et Bai, 1999).

Dans le méme contexte, on a constaté que 1’administration orale du Ni a des rats en
développement a provoqué une diminution de I’activité du glutathion peroxydase (GPx). Ces
travaux se concordent avec ceux de Das et al., 2008 et Wu et al., 2007 qui ont posté que
I’administration du Ni entraine une baisse de 1’activité du GPx. Néanmoins, Saka et al., 2011 ont
révélé que la diminution de cette activité peut conduire a un état de stress oxydatif notamment au
niveau des globules rouges.

Et en ce qui concerne le dosage de la SOD, nous avons remarqué que 1’intoxication par le Ni a
diminué significativement la concentration de cette enzyme au niveau érythrocytaire. Ceci est d’une
part en accord avec les travaux de De Moffarts et al., 2005 qui ont suggéré que le Ni joue réle

important en tant que catalyseur de la SOD, avec ceux de Das et al.,2007 qui ont obtenu des
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résultats similaires au niveau érythrocytaire chez des rats adultes ayant recu la solution de
NISO4par voie IP.

Ces résultats ont montré que le traitement chronique par le Ni a provoqué des dommages oxydants
érythrocytaires importants conduisant en premier lieu a une peroxydation des lipides qui
s’accompagne habituellement par 1’augmentation significative du taux des radicaux libres, ce qui
donne par la suite naissance a une série de modifications a 1’échelle biochimique touchant
particulierement 1’activité enzymatique antioxydante. Toutefois, ces perturbations cellulaires étaient
a ’origine de la perte de la capacité de lutte contre les dommages issus des agressions radicalaires.
Ceci a été confirmé par Saka et al., 2011.

Par conséquent, on peut noter que la toxicité du Ni(ll) réside dans la génération de radicaux libres a
partir de complexes Ni(ll)-thiol ou d'oxygéne singulet ou d'hydroxyperoxydes lipidiques de maniére
complexe. Il est possible que I'accumulation de fer induite par le nickel soit directement responsable
de la formation et de I'amélioration subséquente des espéces reactives de I'oxygéne (ROS) de la
peroxydation lipidique via les voies redox (Stohs et Bagchi, 1995).

En plus, Le nickel induit un stress oxydatif avec génération de ROS peut stimuler les voies de
signalisation cellulaire en développant un microenvironnement intracellulaire a faible teneur en
oxygene. Ceci, a son tour, active le facteur de transcription hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a) et
régule toutes les expressions du géne de I'hypoxie. La voie peut se transformer en réponse
adaptative contre I'nypoxie cellulaire induite par le nickel ou en apoptose. En outre, il a également
été observé que les métaux lourds comme le nickel (I1) via les ROS peuvent imiter I'hypoxie
cellulaire mais peuvent ne pas toujours activer les genes dépendants de HIF-1 (Salnikow K et al.,
1994). La raison possible de I'activation induite par le nickel du facteur de transcription HIF-1a est
que Ni(Il) remplace Fe(ll) dans le transporteur d'oxygéne et produit une forme hybride
d'’hémoglobine non fonctionnelle. Ce phénoméne évolue vers une hypoxie intracellulaire
permanente, qui active alors HIF-1a (Lynn S et al., 1998).

Alors que, Rioux, 2009 a suggéré que le Ni présente une grande affinité avec les groupements
sulfhydryles (-SH), ce qui lui permet d’activer facilement les antioxydants contenant du soufre.
Cependant, les résultats obtenus par les deux lots des rats Ni.HEHa et Ni.HETh, a
permis d’observer une augmentation significative de la teneur en GPx. Cet effet positif de 1’huile
essentielle de H.articulatum et T.hirsuta algérien sur la défense contre le stress oxydatif est
probablement dd & sa composition en métabolites secondaires dont les alcaloides, les polyphénols et
les flavonoides.
Benkrief et al en 1990 ont signalé que H. scoparia d'Algérie contenait les alcaloides carnegine et la

N-méthylisosalsoline comme alcaloides majeurs de la tétrahydroisoquinoléine en plus de
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I'isosalsoline, la Nméthylcoryaldine, la déhydrosalsolidine, l'isolsalsolidine et la Nméthyltryptamine
comme alcaloides mineurs, tandis que d'autres ont signalé que H. scoparia des régions algériennes
communément appelées Naborsactose contenait I'actose quercétingalnose majoritaire. flavonoide le
plus actif (Abraham et Flechas, 1992).

De méme, des études récentes ont mis en évidence le réle déterminant de certains métabolites
secondaires isolés spécifiés tels que le resvératrol (Zaky A et al., 2013) et la quercétine (Sharma et
al., 2013) dans la protection et la rémission respectivement de la neuroinflammation cérébrale
induite par Al et des troubles cognitifs/dysfonctionnement de la neurotransmission liés aux
dommages oxydatifs.

En plus, Thymol compris parmi les antioxydants phénoliques, qui inhibe la peroxydation des
lipides en agissant comme chaine rupture antioxydant, ainsi que I'amélioration les activités des
enzymes antioxydants. Thymol posséde propriété antioxydant caractérisé par son groupe hydroxyle
phénolique dans sa structure qui donne des électrons a étancher les radicaux libres. Elle empéche
également I'oxydation de Fe*? par H,0, dans la réaction de Fenton (Saxena et Flora, 2004).

De plus, des études antérieures ont démontré que la partie aérienne de T. hirsuta présentait une
ressource antioxydante potentielle, principalement en raison de leur énorme teneur en composes
phénoliques et flavonoides (métabolites secondaires) qui sont considérés comme les composés
phytochimiques les plus importants (Akrout et al., 2011 ; Trigui et al., 2013 ; Amari, 2014). Ces
composés bioactifs naturels jouent un réle bénéfique dans la prévention des dommages cellulaires
dus au stress oxydatif causé par les radicaux libres. Il est largement connu que les radicaux libres
sont les agents causals de plusieurs maladies (Rahman et al., 2012 ; Carocho et al., 2013).

Alors ces résultats ont démontré que le traitement par I'huile essentielle de H.aticulatum et
T.hirsuta corrige les altérations enzymatiques induit par I'intoxication du nickel,

7. Les parametres biochimiques

Au niveau sanguin, nous avons entrepris une série d'expériences portant sur le dosage du nickel,
I’analyse des teneurs en glucose, urée, créatinine, TGO/TGP, cholestérol et triglycéride, L’analyse
sur I’activité des enzymes antioxydant (CAT, SOD et GSH-PX).

7.1. La determination du taux sanguin de nickel

Les résultats obtenus de dosages du nickel sanguin par l'utilisation de la
spectrophotométrie d’absorption atomique (SAA), sont de I’ordre de 50,21%0,05 pg/dl pour
les rats intoxiqués par le NiSO4. Ces taux sont diminué significativement (p<0.001) a la suite de

131



Discussion

I'administration de I'extrait des deux plantes respectivement (H.articulatum ,T.hirsuta) (
(28,17+0,11),( 31,09+0,03)).

Minoia et al., (1990), Observent des valeurs de référence dans le sang et le sérum respectivement
de 22 — 56 nmol/L et 4 — 48 nmol/L. ce qui est comparable avec nos résultats. 1l est évident que le
Ni comme étant un métal lourd, se lie aux protéines spécifiques et quelques acides dans le sang et le
placenta qui sont indispensables pour son transport et sa distribution dans le corps (Das et al .,
2008). La clairance du plasma obéit & un modele & deux compartiments (Hotchkiss et al., 1993)
dominé par la filtration glomérulaire et un « puits » des tissus mous. Le nickel présenté aux cellules
sous forme de Ni2+ soluble pénetre principalement dans les organites extranucléaires, alors que les
particules phagocytées se concentrent prés du noyau enveloppe et sont ensuite solubilisés aprés quoi
le nickel s'accumule dans le noyau (Brunmark, 1995). Cela peut expliquer le potentiel cancérigene
plus élevé des particules, telles que NiS et Ni2S3. En plus, une étude a rapporté une augmentation
transitoire des réticulocytes sanguins chez les travailleurs qui buvaient de I'eau d'une fontaine a eau
contaminée par du sulfate de nickel, du chlorure de nickel et de I'acide borique (Das et al., 2008).
Cependant, le traitement par ’HEHa et HETh a permis de réduire le taux sanguin de nickel chez les
groupes exposés au Ni et traité en comparaison avec le groupe exposé au Ni. Alors que, 1’huile
essentielle de ces deux plantes étudiée a été plus efficace pour réduire le taux du nickel sanguin, ce
qui suggere qu'elles sont douées d'un pouvoir d’huile essentielle de H.articulatum et T.hirsuta de

détoxification.

7.2. Effets du Ni et HE de T.hirsuta et H.articulatum Boiss sur le bilan glucidique

Les résultats indiquent une différence fortement significative (p < 0,001) du taux de glucose
sanguin chez les rats subit a une intoxication par le NiSO4 par rapport a celle des rats témoins. Ceci
est peut étre lié directement aux effets néfastes de sulfate de nickel sur le pancréas et plus

exactement sur I’excrétion d’insuline par les ilots de Langerhans.

Ces résultats en accord avec les résultats obtenus par K.Kahloula et al en 2014, ou ils se
trouvent que 1’exposition au Ni au cours de la gestation et la lactation a permis d’enregistrer une
hyperglycémie chez les jeunes rats intoxiqués comparés aux rats témoins. Ce la signifie que
I’administration du Ni durant la période de développement entraine un dysfonctionnement du
métabolisme énergeétique, cette augmentation de la concentration sanguine de glucose est le résultat
de la glycogénolyse hépatique et musculaire pour couvrir les besoins énergétiques de I’organisme
surtout cérébral. Certains auteurs confirment que 1’exposition au Ni engendre un effet stressant qui
se traduit par une hyperglycémie sous 1’action des hormones de stress a savoir: la corticotropine
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releasing factor, la corticotropine et la cortisone au niveau de 1’hypothalamus, I’hypophyse et la
glande surrénale respectivement, activant ainsi les enzymes du métabolisme glucidique (Kasdallah
et al., 2005). Les résultats obtenus sont en accord avec les travaux de Klas (Klas, 1990) qui
indiquent que I’injection intrapéritonéale de chlorure du Ni chez le rat entraine une hyperglycémie.
Cependant, le systeme nerveux est particulierement sensible au stress oxydatif et au
dysfonctionnement mitochondrial qui est entrainé par le Ni en raison de ses besoins énergétiques
élevés et sa forte teneur en lipides, bien que le glucose soit considéré comme une source de
I’énergie pour le cerveau (Ebert et Haller, 2003 ; Weydt et al., 2006).

D’autre part on observe que taux de glucose sanguin est diminué chez les rats traités par ’HE de
H.articulatum et T.hirsuta en comparant aux rats intoxiqués. L'administration de I'huile essentielle
de ces deux plantes a des rats exposés au NiSO4 entrainé une diminution de niveau de glucose dans
le sang, il a montré que cette huile essentielle effectue une activité hypoglycémique, entre autres
choses (Prasad et al., 2005). Il réprime I'expression de génes de phosphore-énol pyruvate-carboxy-
kinase (PEPCK) et le glucose 6- phosphatase (G6Pase), qui codent pour des enzymes controlent la
gluconéogenese hépatique.

D’aprés les résultats des expériences réalisées et leur discussion, nous suggérons que trois
classes de métabolites secondaires peuvent étre a 1’origine de I’effet antihyperglycémiant observé
avec I’extrait HEHa et HETh ; les alcaloides, les flavonoides et les saponosides et qu’elles agissent
le plus probable en synergie. D’autre part ces molécules peuvent agir en inhibant le transport
intestinal du glucose, ou en stimulant la sécrétion de I’insuline, ou en stimulant 1’utilisation
périphérique du glucose. Les flavonoides sont considérés comme des potentielles molécules pour le
traitement du diabéte sucré et de ses complications (Chen et al., 2015). Et les saponosides sont
aussi connus par leur activité antidiabétique, et ceux de nature triterpenoides sont considérés comme
de potentielle molécules trés prometteuse pour le développement de nouveaux médicaments
antidiabétiques (Li et al., 2004 ).

Les triterpénes pentacycliques, sont considérés par Wen et ces collaborateurs comme une classe
de molécules prometteuses comme des agents hypoglycémiants, la méme équipe a proposé qu’ils
agissent en partie par I’inhibition de la glycogeéne phosphorylase, une enzyme clé dans I’hydrolyse
du glycogéne (Wen et al., 2008).

Par ailleurs, les classes des métabolites secondaires, auquel appartiennent les principaux
constituants phytochimiques de H. scoparia, sont des molécules antidiabétiques prometteuses. Ainsi
les trois classes d’alcaloides isolés de H. scoparia, les tetrahydroisoquinolines, les indoles et les 3-
carbolines (El-Shazly et Wink, 2003 ; Benkrief et al., 1989) sont bien connues par leur effet

antidiabétique.
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7.3. Effets du Ni et HE de T.hirsuta et H.articulatum Boiss sur les biomarqueurs de la

fonction rénal

Les résultats montrent une augmentation significative du taux sérique d’urée, créatinine et
I’acide urique des rats intoxiqués au nickel par apport aux rats témoins et rats traités. Ces
paramétres biochimiques sont considérés comme des biomarqueurs de la dysfonction rénale
et les dommages rénaux provoqués par ce métal. Particuliérement, la créatinine et 1’urée sont des
parametres essentiels pour évaluer la fonction rénale, en basant sur la filtration glomérulaire
(Vyscosyl et al., 2003).

Ces résultats montrent bien que le Ni agissent sur la filtration glomérulaire en provoquant des
variabilités au niveau de la concentration de 1’urée et la créatinine dans le sang (Albahary et al.,
1965 ; Ponnapakkam et al., 2003).

En plus, La concentration sérique ¢levée de 1’urée et de la créatinine peut étre expliqué par le
catabolisme des composés protéiques du corps sous I’action des hormones glucocorticoides
qui jouent un rdle important dans ce processus, ou les protéines peuvent étre dégradées en acides
aminés puis en urée et créatinine (Pari et Amudha, 2011). D’un point physiologique, le rein est
particulierement sensible a 1’action des toxiques, en raison de son intense activité métabolique et de
ses multiples fonctions, notamment celles d’excrétion et de concentration des xénobiotiques
(Sunderman et al. 2001). Les résultats enregistrés chez les rats intoxiqués ont montré une
accumulation de Ni au niveau rénale. Tikare et al., ( 2013) ont révélé que le nickel s’accumule au
niveau des reins, ou il induit des lésions au niveau des glomérules et une protéinurie, ce
qui témoigne de D’installation d’une insuffisance rénale transitoire, avec baisse de la filtration
glomérulaire (Adeyemi et al., 2014). D’une autre part, ’augmentation de la concentration
sérique de l’acide urique dans notre étude s’explique la dégradation intense du matériel
génétique (ADN et ARN) (Cavallo et al.,, 2003). Autrement, le taux élevé de 1’acide urique
circulant, peut étre un indicateur de défense de 1’organisme contre les effets deléteres des
radicaux libres, dont il augmente la production des antioxydants endogénes parmi lesquels
I’acide urique qui prévient les modifications oxydatives des enzymes endothéliales et préserve la
capacit¢ de I’endothélium a méditer des dilatations vasculaires pour faire face au stress
oxydant (Patel et al., 2012 ; Becker et al., 1993).

D’autre part, apres le traitement par HEHa et HETh sur les rats intoxiqués au Ni on remarqué
une diminution de I’urée, I’acide urique et la créatinine, qui s’explique par les propriétés inhibitrices
de thymole de I’enzyme cyclo-oxégenale. Ce qui induit une diminution de la synthése de

prostaglandine de sa concurrence avec 1’acidearachidonique (Hamdard, 2014). Donc L’HE de
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H.aticulatum et T.hirsuta répare les tissus rénales endommageaient. Nos résultats sont en
concordance avec les travaux de Algasoumi, et al.., (2012) qui ont évalué que I’extrait de

Haloxylon présente un effet protecteur hépato-néphroprotecteur.

7.4. Effets du Ni et HE de T.hirsuta et H.articulatum Boiss sur les biomarqueurs de la
fonction hépatique

L’analyse des marqueurs de la fonction hépatique , indique qu’au niveau sérique I’activité
de 'ALT et AST sont significativement plus élevées chez les rats intoxiqués (Ni) vis a vis
aux rats témoins (p<0.05). Ainsi que 1’exposition au Nickel augmente la teneur en bilirubine totale
chez les animaux intoxiqués (Ni) comparées aux animaux témoins. Le foie constitue une cible
importante du nickel ce qui conduit a des nécroses hépatiques et la sortie des aminotransférases
(TGO et TGP) dans le sérum (Saad et al., 2011).

Ces transaminases (ALT et AST) sont des enzymes hépatocytaires (originaire du foie) dont la
fonction est de catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide alpha-aminé a un
acide alphacétonique (Guyader, 2005). Sont des enzymes déchargées dans la circulation en cas de
cellules endommagées (Singh et al., 1998 ; Ozturk et al., 2009). Et considérés comme de bons
indicateurs de la cytolyse hépatique. Sont fréquemment attribués aux effets métaboliques et/ou
toxiques de différentes drogues comme les psychotropes (Himmerich et al., 2005), 1’alcool
(Liappas et al., 2006) et les agents polluants tels que les résidus de I’industrie (Michailova et al.,
1998).

Tandis que, L’augmentation des métaux lourds dans le foie est accompagnée d’une augmentation
significative des taux d'ALAT et d'ASAT sériques. Selon (Williamson et al., 1995) des niveaux
élevés d’aspartates d'alanine aminotransférases sont des paramétres fiables pour détecter des
dommages hépatiques. En regle générale, ces résultats peuvent indiquer des changements
dégénératifs et nécrotiques dans le foie (EI-Nekeetyet et al., 2009). Ce qui s’explique clairement
I’effet hépatotoxique du nickel qui est pénétré dans les cellules et a traversé la membrane nucléaire
(Patierno et al., 1987). Ce qui est capable d’induire la mort cellulaire des hépatocytes par nécrose
due aux effets du production accrue des radicaux libres conduisant a la lyse cellulaire accompagnée
par libération des constituants hépatiques et cellulaire notamment les transaminases vers le milieu
extracellulaire (Pari et Amudha, 2011; He et al., 2013) en raison de lésions des membranes des
hépatocytes, entrainant une libération accrue et la fuite de ces enzymes du cytosol du foie nécessaire

pour la libération de ces enzymes a partir au tissu dans le plasma (Pardeep et al, 2004)
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De plus I’augmentation des transaminases est expliquée par 1’accumulation des acides aminés
comme 1’alanine et I’acide glutamique dans le sang provenant de la dégradation des protéines du
corps. Ainsi ces acides aminés peuvent se transformés sous I’action des transaminases en composés
carboxyliques tel que I’acide a cétoglutamique et 1’acide pyruvique puis en glucose, ce qui traduit la
forte activité enzymatique des transaminases (Navarro et al., 2005). L’augmentation sérique des
aminotransférases est liée a 1’effet hépatotoxique des xenobiotiques et leurs associations. Nos
résultats sont cohérents avec les résultats de (Misra et al., 1990) apres le traitement des rats male
par 107umol/kg d’acétate de nickel.

En plus, L'élévation observée de la concentration sérique de la bilirubine totale et est aussi
compatible avec la présence de lésions hépatiques qui est un indicateur de la présence d’une
hyperbilirubinemie est clairement démontre par (Leelavinothan and Kasinathan, 2011). Alors
que, L’augmentation de la bilirubine plasmatique indique le dysfonctionnement dans le foie. Nos
résultats montrent une augmentation en bilirubine chez les rats intoxiqués. Ces observations sont en
accord avec d’autres études (Yousef et al., 2003 ; Yousef, 2004 ;Ben Amara et al., 2011).
Cependant. Le traitement par les huiles essentielles des la plantes (H.articulatum ,T.hirsuta) on
permis d'observer une diminution significative dans les activités transaminases (ALT et AST) et de
la bilirubine totale comparée aux rats intoxiqués au (Ni). Ce qui indique une action protectrice des
tissus hépatiques qui pourrait s’expliquer par I’effet chélateur et donc antioxydant des composants
phénoliques que contient I’HE de ces deux plantes étudiées, qui réduit considérablement les
radicaux libre générés par 1’intoxication qui provoque la mort cellulaire dans le tissus hépatique
(Ola El-Segaey et al., 2007). Ces résultats sont montrés par Saleh et al (2012) signifient apres les
résultats obtenus que les trois plantes testées Leptadenia pyrotechnica, Haloxylon salicornicum et
Ochradenus baccatus ne sont pas hépatotoxiques. Et ce résultats est confirmé par une autre étude de
la méme groupe de Saleh (Soliman et al., 2012) qui a confirmé que cette plante n’est pas
hépatotoxiques.

Ce résultat aussi en accord avec une étude réalisée par Kharchoufa et al (2020) afin qu’ils
trouvent que les taux sériques d'ALT et d'AST des groupes 500, 1 000 et 2 000 mg/kg/pc étaient
statistiquement inférieurs a ceux du témoin. En plus de cela, toutes les valeurs trouvées sont dans la

plage normale pour l'espece Haloxylon scoparium.
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7.5. Effets du Ni et HE de T.hirsuta et H.articulatum Boiss sur le bilan lipidique

Le foie participe a de nombreuses phases du métabolisme des lipides, 1’estérification et
I’élimination du cholestérol, seul le dosage du cholestérol libre et estérifie du sérum a été largement
utilise pour I’étude des affections hépatiques (Awde, 2014).

Le résultat de I’effet du nickel sur le profile lipidique a montré une augmentation significative
chez les rats intoxiqués (Ni) comparé aux rats témoins de la concentration sérique des composés
lipidiques qui est principalement le cholestérol, triglycérides. Notre étude est concomitante a celle
de Hfaiedh et al, 2008 ils ont trouvé que le traitement par le nickel a entrainé des perturbations du
métabolisme lipidique. Cette augmentation peut étre expliquée par les dégradations intenses des
lipides aux niveaux des tissus adipeux dans I’organisme (Cempel et Janicka, 2002). Par
conséquent, un taux élevé de cholestérol sérique peut étre hépatique. Due a un dysfonctionnement
hépatique (Das et al, 2006), qui est associée a I’augmentation en triglycérides et aussi peut indiquer
une possible peroxydation lipidigue de la membrane cellulaire due aux effets oxydatifs des radicaux
libres due a une nécrose du foie. De plus, peut augmenter encore les dommages oxydatifs. La LPO
constitue un processus d’oxydation radicalaire dans lequel les acides gras polyinsaturés de la
membrane cellulaire se décomposent pour donner, entre autres, des hydroperoxydes lipidiques
hautement réactifs H202 hydroxyle (Misra et al., 1990 ; Hfaiedh et al, 2008).

Par ailleurs, 1’administration par la voie intrapéritonéale de HEHaet HETh chez les rats
préalablement exposés au Nickel ont montré une réduction significative des triglycérides et le
cholestérol total comparé aux rats intoxiqués. Alors que Le traitement par I’HE de H.articulatum et
T.hirsuta chez les rats intoxiqués présente une amélioration dans la valeur de cholestérol, les
triglycérides, ces résultats sont similaires avec la travail de Saleh et al en 2012 qui montrent La
nature non toxique des extraits éthanoliques de L. pyrotechnica, H. salicornicum et O. baccatus dans
I'étude de toxicité aigué et qu’est bien étayée par les niveaux normaux de données biochimiques
apres 35 jours de période de traitement chez le rat.

En plus, ils montrent que Les extraits a I'éthanol testés ont été bien tolérés apres un traitement
aigu et subchronique et ils n'ont produit aucun signe manifeste de toxicité clinique ni aucun signe
d'hépatotoxicité. De plus I’HE de T.hirsuta pourrait étre efficace pour la prévention aux effets
toxiques qui provoque 1’augmentation des taux de lipides induite par le nickel. Alors il posséde un

effet d’abaissement du taux de triglycéride et cholestérol.
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8. Effet du Ni et HE de (H.artuculatum, T.hirsuta) sur I’architecture des organes
8.1. Effet Ni et HE de H.artuculatum et T.hirsuta sur ’architecture du rein :

Dans la présente étude, les résultats de 1’examen microscopique des coupes histologiques
réalisées au niveau des reins de rats exposés au Ni ont montré une altération et des changements de
I’architecture tissulaire du rein clairement observées en comparaison avec ceux des témoins. Ces
altérations ou la plus part des glomérules sont nécrosées, avec dégénérescence de la
capsule de Bowman, la présence d'une réponse inflammatoire, vacuolisation cytoplasmique et une
dilatation de certains tubules rénaux. Ces altérations tubulaires causés par la toxicité par le Ni
pourraient étre le résultat d'un changement hydrauliques dans le tissu rénal et suggerent que
I’intoxication par le métaux lord cede a une défaillance partielle des pompes de transport ionique
dans les cellules tubulaire qui a son tour produit un gonflement tubulaire et provoque une nécrose et
la vacuolisation de la tubules (Wei et al., 2001). Ces observations histo-pathologiques sont en

accord avec ceux trouveés par Das et Buchner, (2007).

Cependant, les lots intoxiqués au nickel et traités par HEHa, les glomérules paraient plus
grands et non arrondis (dilatés) ; une régénération de la capsule de Bowman et des cellules
interstitielles, avec des tubes contournés. Tandis que, Kharchoufa et al en 2020 ont montré que
quelques anomalies mineures ou légéres ont été notées dans I'histoarchitecture des reins des (1000
mg/kg et 2000 mg/kg) dont une réduction des cellules glomérulaires (triangle rouge), une perte de
composants cellulaires tubulaires (fleche noire), expansion de I'espace Bowman (étoile noire) et
distorsions de la membrane épithéliale de la capsule Bowman. En revanche, aucun changement
significatif n'a été observé dans les marqueurs biochimiques de la fonction rénale chez tous les rats
traités. Au vu de cet écart entre les résultats biochimiques et histologiques des reins, on peut dire
que l'extrait d'HS ne présente pas une néphrotoxicité suffisante pour avoir une altération des

fonctions des reins. Cela peut étre di a la courte période de traitement (30 jours).

Dans le méme contexte, les animaux qui sont exposés au Ni et traités par HETh montrent une
régénérescence tissulaire avec un parenchyme rénal marqué par une discréte réaction
inflammatoire faite d’un infiltrat inflammatoire discret de type lymphocytaire. cette étude montre
que D’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des polyphénols et des flavonoides
dans les extraits des plantes médicinales (Mariod et al., 2009). En outre, I’extrait de T.hirsuta
peut avoir un effet correcteur sur la néphrotoxicité, en réduisant les concentrations sériques de
marqueurs rénaux et la peroxidation des lipides (LPO), par conséquent, cet effet peut étre attribué a

I'activité de piégeage des radicaux libres. Alors il posséde un effet néphroprotecteur grace a son
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pouvoir antioxydant, il a pu restaurer la structure des glomérules et des tubules rénaux. Donc cette

plante a pu améliorer désorganisation tissulaire causé par le nickel.
8.2. Effet Ni et HE de H.artuculatum et T.hirsuta sur ’architecture du foie :

Les résultats obtenus aprés 1’observation microscopique des coupes histologiques réalisées au
niveau hépatique chez les rats intoxiqués par NiSO4 ont permis d’observer une nécrose et le
parenchyme hépatique siege d’un gonflement avec un infiltrat inflammatoire, d’une ballonisation
des hépatocytes et de vacuoles lipidiques au sein des hépatocytes réalisant des foyers de stéatose
comparé aux rats témoins. Des études récentes sur des rats par Das et al & 2006 ont révélé un effet
dégenératif induit par le sulfate de nickel sur le tissu hépatique. 1ls ont observé gu'aprés I'injection
intrapéritonéale de sulfate de nickel, lI'architecture hépatique normale était fortement altérée, ainsi
que l'apparition d'un cytoplasme vacuolé (foie gras), de noyaux excentriques et d'une hypertrophie
des cellules de Kupffer.

La vacuolisation des hépatocytes peut étre due a la rétention de liquide a I'intérieur de
la cellule entrainant ce qu'on appelle une dégénérescence hydrophile, un gonflement cellulaire
probablement dd a la réduction de I'apport énergétique nécessaire a la régulation de la concentration
ionique des cellules, a une anoxie légére ou a court terme, ou stress métabolique (Hedau et al.,
2017 ; Emam et al., 2018). De méme, la nécrose des hépatocytes, qui attribuent une perméabilité

accrue de la membrane cellulaire entrainant la libération de transaminases dans le sang.

Cependant, les lots intoxiqués au nickel et traités par huile essentielle de Haloxylon
articulatum ont montré la présence modérée de quelques foyers d’inflammation. De méme, aucune
nécrose ni de 1ésions épithéliale n’est observé. Tandis que, Kharchoufa et al en 2020 ont montré
que Les rats traités de maniére subaigué avec 500 mg/kg d'extrait de HS n'ont causé aucun effet
indésirable sur I'histoarchitecture des hépatocytes. En revanche, les coupes de foies prélevées dans
le groupe traité par HS (1000 mg/kg) ont montré des changements histologiques, tels qu'une
dilatation modérée des sinusoides, une légéere désorganisation des cordons hépatiques, une stéatose
et des hépatocytes tandis que certaines cellules binucléées. En outre, l'administration subaigué
d'extrait de HS a la dose la plus élevee (2 mg/kg) pendant 30 jours a provoque une altération
significative de [I'histoarchitecture des rats traités, montrant une veine centrale dilatée et
congestionnée, une légere désorganisation des cordons hépatiques et des hépatocytes binucléés.
Plusieurs études sur les constituants de I'HS ont montré que cette plante est principalement formée
d'alcaloides (types isoquinoléines), de glycosides, d'esters, d'acides gras et d'autres composeés
(Haida et al., 2020). Deux alcaloides (N-éthylisosalsoline et carnegine) avaient eté précedemment
décrits a partir des parties aériennes de Hammada articulata ssp. scoparia (Benkrief et al., 1990).
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Une étude approfondie de ce matériel végétal a maintenant conduit a l'isolement de huit alcaloides
mineurs et d'un flavonoide. Les alcaloides comprennent quatre isoquinoléines (isosalsoline,
salsolidine, déhydrosalsolidine et isosalsolidine), une isoquinolone (N-éthylcorydaldine), la

tryptamine, la N-oméga-méthyltryptamine et une béta-carboline (tétrahydroharman).

Dans le méme contexte, les animaux qui sont exposés au Ni et traités par HETh a révélé des
hépatocytes subissent des signes derégénération : hépatocytes de grande taille binuclées au
cytoplasme granuleux. On a observe que I’administration de HE de T.hirsuta peut diminuer d’une
maniere significative le taux sérique de I'ASAT, I'ALAT, Cette regulation des concentrations
sériques de marqueurs hépatiques due a une action protectrice des tissus hépatiques qui pourrait
s’expliquer par I’effet chélateur et donc antioxydant des composants phénoliques que contient
I’HETh, et qui réduit considérablement les radicaux libre générés par 1’intoxication qui provoque

I’altération cellulaire dans le tissus hépatique.
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Conclusion

Notre travail a porte sur 1’évaluation de I’effet de I’huile essentiel de Thymélaea hirsuta et de
Haloxylon articulatum administrée par la voie intra péritonéale a une dose de 0.1 ml /Kg durant une
période de 21 jours chez des rats apres exposition aux NiSO4 (0.2%), I’'impact de cette étude sur le
fonctionnement érythrocytaire, hépatique et rénale , selon différentes approches expérimentales

(eurocomportementales, biochimiques et histologique).

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectroscopie de masse de 1’huile
essentielle de Haloxylon articulatum, nous a permis de révéler que les composés majoritaires sont
des Thymol (14,19%), Alphaterpinene (11,02), B -E-Ocimene (9,64), 1,8-Cineole (8,69),0leuropine
(5,17%), Linalol (5,12%), Delta -3- Carene (4,12).

En plus, Les extraits de ces deux plantes étudiée renferment des teneurs importantes en
polyphénols et en flavonoides ce qui permet de confirmer les réactions de caractérisation en ce qui

concerne la présence de ces molécules dans les extraits des plantes testées.

Le potentiel antioxydant a été déterminé par une méthode de DPPH. Les résultats obtenus ont
montrés que les deux extraits testés présentent une activité antioxydante dont la plus importante est
enregistrée chez I’extrait de H. articulatum avec 1I’ICsq la plus basse par rapport a celle de T.
hirsuta.

Par ailleur, Les résultats obtenus aprés 1’exposition au nickel ont permis d’observer chez les
jeunes ratons une baisse significative dans le gain corporel par apport aux témoins, on a également
observé une baisse dans le poids des différents organes étudiés (foie, rein et cerveau) ce qui traduit
par une perturbation dans leurs fonctionnements respectifs.

De plus, Ce métal a pu modifier le comportement des rats intoxiqués en induisant une
hypoactivité locomotrice observé dans le test Open Field Test avec un état de dépression et
d’anxiété enregistre dans le test de la nage force et le double compartiment sombre/ clair et un

déficit d’apprentissage spatial (test de la piscine de Morris) en comparaison avec le lot t€émoin.

Tandis que, Le dosage du nickel dans le sang, est un bon indicateur du nickel biologiquement
actif et est reflet de I’exposition du mois précédent. Nos résultats montrent une augmentation
significative du taux de Ni au niveau sanguin chez les rats intoxiqués. Tandis que, Les rats
intoxiqués et qui sont préalablement traités a I'extrait de ces deux plantes testées montre une

diminution significative de nickel sanguin comparés aux rats intoxiques. Alors que, L’huile
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essentielle de ces deux plantes étudiée a été plus efficace pour réduire le taux du nickel sanguin, ce
qui suggére qu'elles sont douees d'un pouvoir d’huile essentielle de H.articulatum et T.hirsuta de

détoxification.

Au niveau érythrocytaire, Nos résultats montrent que 1’exposition au nickel entraine des
anomalies métaboliques (hyper-glycémie, hyper-urémie, hyper-créatinémie, 1’augmentation des
transaminases (TGO, TGP) et augmentation de bilan lipidique : cholestérol et triglycéride) et des
anomalies enzymatiques (augmentation de catalase et SOD, la diminution de l'activité de
glutathion peroxydase chez les rats Wistar), ce qui a permis d’augmenter la sensibilité des cellules

au stress oxydant.

Au niveau hépatigue, nous avons enregistré une augmentation des enzymes TGO et TGP dans le
sang, Ce qui s’explique clairement 1’effet hépatotoxique du nickel qui est pénétré dans les cellules
et a traversé la membrane nucléaire. Ceci a été confirme par 1’étude histologique qui montre que le
nickel cause des dommages trés sévéres au niveau des hépatocytes. Ce qui est capable d’induire la

mort cellulaire des hépatocytes par nécrose.

D’aprés aux résultats que nous avons obtenus des analyses biochimiques, qui montrent
I’augmentation du taux sanguin de ’urée et créatinine, Ces résultats montrent bien que le Ni
agissent sur la filtration glomérulaire et ceci a été confirme par 1’étude histologique qui montre que

le nickel provoque un nécrose rénale, avec dégénérescence de la capsule de Bowman.

En revanche, l'administration de 1’huile essentielle de T.hirsuta et H.articulatum a permis
d'observer une augmentation dans le gain corporel et poids des organes ainsi une amélioration dans
les différents tests neurocomportementaux étudiés et d’autre part, les tests biochimiques montrent
une diminution de tous les parametres analysés y compris glucidique et les parameétres de la
fonction rénale et hépatique ainsi une régénération de la capsule de Bowman, des cellules

interstitielles et régénération hépatocytaire.

Ceci se traduit par I’effet de 1’huile essentielle de ces deux plantes testées par une action protectrice

des tissus rénale, hépatiques et comme un régulateur biochimique, (antidépresseur, anxiolytique).

A la lumiere de ces résultats trouvés, il serait envisageable d’entreprendre un protocole

expérimental plus approfondi portant sur :

-I’évaluation de I’effet curatif des extraits aqueux et métanolique de Thymélaea hirsuta et de

Haloxylon articulatum Boiss.

- L ’évaluation du statut oxydatif suite & une exposition chronique au nickel.

143



Conclusion

- réalisation une étude sur le stress oxydant au niveau tissulaire.

- 1l serait nécessaire de réaliser une nouvelle expérimentation portant sur le mecanismes d’action de
T.hirsuta et H.articulatum sur I’amélioration du tissu cérébrale.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article History: Nickel compounds are environmental hazards, capable of inducing severe
Received: 29 Sep 2020 health problems and carcinogenic effects, which can be mitigated by numer-
Revised: 19 Dec 2020 ous antioxidants. Therefore, the aim of this study was to determine the pro-
Accepted: 8 Jan 2021 tective effect of Haloxylon articulatum essential oil (HAOA) by intraperitone-
al injection of 0.1 ml/kg/day for a period of 21 days, against nickel-induced
*Corresponding Author: nephrotoxicity in Wistar rats. The extraction of the essential oil of H. articula-
Email: grelkarima@gmail.com tum allowed us to obtain an EOHA with a yield of 0.11% and the characteri-
Telephone: +213661780404 zation of the plant by GC-MS indicatedthat the major components of this

extract are Thymol (14, 19%), Alphaterpinene (11.02), B -E-Ocimene
Keywords: Nickel, Rat, CPG-SM, (9.64),

Kidney, Haloxylon articulatum 1,8-Cineole (8.69), Oleuropine (5.17%), Linalol (5.12%), Delta -3- Carene
(4.12). The results obtained showed a decrease in corprel weight and kidney
weight in nickel poisoned rats. Biochemical biomarkers of renal function fol-
lowing nickel exposure were demonstrated by significant increases in serum
urea, uric acid and creatinine concentrations. The toxic effect of nickel was
also indicated by a significant decrease in the enzymatic activity of catalase
(CAT), glutathione peroxidase (GPx) and hepatic glutathione levels (GSH).
All these variations in biochemical parameters were confirmed by histopatho-
logical observations of the kidneys; glomerular necrosis with degeneration of
the Bowman's capsule in comparison with the control rats. In addition, EOHA
administration resulted in an increase in body and kidney weight of the rats
compared to the poisoned rats. The results of the renal biochemical assays
show a correction of the values following the administration of EOHA com-
pared to those of the poisoned animals. Analysis of the antioxidant status in
the kidney indicates that EOHA has restored the activity of the oxidative sta-
tus. In fact, the histological study carried out showed a clear improvement in
renal tissue architecture in poisoned rats treated with EOHA, which justifies
the great importance of H. articulatum in traditional medicine and its thera-
peutic virtues.

1. Introduction water, air and living organisms (Chau and
Kulikov- sky, 1995). Ni is a ubiquitous
transition metal that is industrially applied in
many forms, which inevita- bly leads to a high
degree of occupational and envi-

Nickel (Ni) is ubiquitous in our environment
andthere are various forms of Ni compounds
in soil,
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ronmental exposure (Henderson et al., 2012).
This widespread extraction and use increases Ni
concen- trations in biogeochemical cycles and
increases hu- man exposure to Ni and Ni
compounds through environmental
contamination and occupational exposure. Ni
compounds have long been known to cause
adverse health effects, including neurotoxici-
ty, hepatotoxicity, nephrotoxicity, genotoxicity,
reproductive toxicity and increased cancer risk
(Capasso et al., 2014; Razavipour et al., 2015;
Dumala et al., 2017; Yu et al., 2018). Nickel
(Ni) is a carcinogen responsible for certain lung
cancers in the workplace. In animals, it
accumulates in the kidneys, where it induces
lesions in the glomeruli and proteinuria
(Abdulgadir et al., 2019). Natural substances
derived from plants have multiple uses in
industry: in food, cosmetics and dermopharma-
cy. Among these compounds are to a large
extent the secondary metabolites, which have
been partic-ularly successful in therapy. Indeed,
the modern pharmaceutical industry relies on
the diversity of secondary plant metabolites to
find new molecules with novel biological
properties (Hostettmann et al., 1986). The
Algerian flora with its 3000 species belonging
to several botanical families, 15% of which are
endemic (Quezel and Santa, 1962), this wide
variety of plant species that can be used in
medicinal applications. H. articulatum Boiss
be- longs to the Chenopodiaceae family, it is
generally distributed in semi-desert and desert
areas of soils containing high levels of salt. It is
frequently used in traditional medicine and is
said to be used for dis- eases such as diabetes,
with  anti-inflammatory  and  antiseptic
characteristics. It is also used to treat eye
disorders (Chaouche et al., 2014; Eddouks et
al.,, 2002; Salah et al., 2002). The chemical
composition of H. articulatum has been
studied; the structures of the main secondary
metabolites have been iden-tified. It is above
all a plant very rich in alkaloids and
flavonoids (Salah et al., 2002). This plant is a
remedy for hypertension (Eddouks et al., 2002),
but also for the treatment of cancer, hepatitis
and obe- sity. On the other hand, other work has
been car- ried out on different extracts of H.
articulatum, and different biological activities
have been proven. Aqueous and methanolic
extracts, administered to ethanol-treated rats,
significantly reduced oxidative stress and

hepatic impairment (Bourogaa et al., 2014). Our
work aimed to explore the impact of nickel on
kidney function in Wistar rats and in the
meantime to evaluate the effects of H.
articulatum essential oil against nickel-induced
toxicity.

2. Materials and Methods

Plant Material

The leaves of H. articulatum were collected
from the region of Bechar 31°44'49" N
2°19'32" E (south west Algeria) in September
2018. The plant materi-al is brought back by Pr
Sitayeb (botanist) whose specimen was
deposited at the laboratory of biolo- gy at the
University of Saida. The leaves of the plant on
which our work was carried out were cut into
small pieces and dried at an ambient tempera-
ture of 20°C and protected from light for a fort-
night. After drying the pieces were crushed.

Extraction of essential oils

The extraction of the essential oil H.
articulatum (EOHA) was carried out by hydro-
distillation which consists of immersing 75g in
750 ml of distilled wa- ter, the whole is boiled
for 5 to 6 hours (Adli et al., 2017).

Determination of the chemical composition
ofthe extract by GC-MS

The qualitative and quantitative analysis of the
es- sential oil of H. articulatum was carried out
by gas chromatography type VARIAN
CHROMPACK - CP 3900 by injection of 1 pl
of extract. The carrier gas used is helium (He)
with a flow rate of 1.3 ml/min. The column
used is a capillary column type HP-1, 60 m
long and with an internal diameter of 0.32 mm.
The thickness of the stationary phase is 0.50
pm; the temperature of the initial injection
column is programmed to be 60°C for 2 min,
and then rises in steps of 15°C/min to 245°C for
20 min; the de- tector used for this analysis is a
mass spectrometry type detector (Saturn 20200)
with a temperature of 250°C. The instrument is
controlled by a menu- driven computer with
software suitable for this type of analysis and a
NIST database that allows the identification of
compounds.

Origin of the animals and housing conditions
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The experiments are carried out on albino rats
of Wistar strain, from the local animal house
of the university, Dr. MOULAY TAHAR,
Saida, Department of Biology. The animals
are housed at the pet shop in professional
plastic cages (43 x 28 x 15cm). The room they
occupy is maintained at a temperature of (22
to 23 C°) and is subjected to a constant light
cycle (alternating 12 hours of darkness and 12
hours of light). The animals have focused Ad
libitum on water bottles and feeders.

Distribution of groups

The experiments are carried out on Wistar rats,
weighing 200 to 400 g. The rats are grouped in
cag- es with 2 females and 1 male. They are
placed in a ventilated animal house, at a
temperature of 21 -C

+ 1 C with lighting artificial which establishes
aday/night cycle (day between 7 and 19 h). The
lots are divided into four:

-Group T: constituted by the animals which
receive distilled water by oral way without
nickel sulphate (n = 7 rats);

-Group Ni: consisting of animals receiving
nickelsulphate at a rate of 2g/l in distilled water
by the oral route (n = 7 male rats) (Kahloula et
al., 2014)

-Ni-EOHA group: 24 hours after weaning the
ani- mals are treated with EOHA (0.1 ml/kg)
(Ni: n=7) at the rate of one intra-peritoneal
injection per day for 21 days (Adli et al.,2017).

-EOHA group: Weaned animals receive
distilled water by mouth and an intraperitoneal
injection (IP) of EOHA (0.1 mi/kg) per day for
21 days.

Body weight assessment

Monitoring of the young rats required daily
weigh- ing of body weight during the whole
experimental period from weaning until the end
of the experi- ment (21 days) (n=07), after
which the young rats were sacrificed and their
kidney weights were rec- orded. The number of
suffering animals were mini- mised in
accordance with the guidelines of the Eu-
ropean Council Directive (86/609/EEC).

Biochemical dosage

Determination of the level of nickel in the

kidneys

After weaning and treatment with Haloxylon
articulatum  essential  oil  the animals
werebeheadedand the samples are collected ina 5
ml haemolysis tube containing a volume of 100
ul of 0.1% newt. After vortex agitation for 30
seconds, deproteinisation was achieved by adding
600 pl of HNO3 (1M). This was followed by a
second vortex agitation of the contents of the
tube for ten minutes at room temperature. The
next step was the centrifugation of the entire tube
container at 3000 rpm for 10 minutes. At the end
the nickel content was determined by a type
atomic absorption spectrophotometer (SHIMA
DZU AA6200).

Dosage of kidney parameters

Serum concentrations ofuric acid, urea (Kaplan,
1984) and creatinine (Murray, 1984) were
deter- mined colorimetrically as measures of
kidney func- tions.

Measuring the

enzymes

The Kkidney of the recovered rats was
homogenised in a buffer solution containing 0.5
mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) 0.32 M
sucrose, at 4°C (1 mg tissue to 4 ml buffer
solution) using a glass/glass homogeniser. The
homogenate was centrifuged at 1000x g for 15
minutes at 4°C. The resulting supernatant was
then centrifuged at 10 000 x g for

15 minutes at 4 °C. The pellet formed the
mitochondrial fraction, and the supernatant was
re

-centrifuged at 10 000 g/30 minutes. The two
pellets thus obtained are solubilised in a buffer
solution containing 0.5 mM EDTA, 10 mM
Tris-HCI (pH 7.4), 0.32 M sucrose and 0.02%
digitonin (pH

7.4); a second one was made at 10 000 x g for
15 minutes at 4 °C. The second pellet was
centrifuged at 10 000 x g for 15 minutes at 4
°C. At the end, the pellet obtained, which
constitutes the total fraction of mitochondria, is
solubilised in a sucrose- containing solution
(0.32 M at pH = 7.4) (Rotruck et al. 1973).
Superoxide dismutase (SOD) [EC 1.15.1.1]was
analysed on the supernatant using the technique
of Kakkar et al. (1984).

activity of antioxidant
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The activities and levels of antioxidant
enzymes at the renal level, such as glutathione
peroxidase (GPx) and catalase (CAT) were
analysed by the method of Rotruck et al
(1973), Sinh (1972) and Jollow et al (1973).
The determination of glutathione (GSH) was
carried out according to the method of Ellman
(1959).

Histological study

After sacrifice, kidney and liver samples were
taken from all groups of rats and fixed in a
buffered solution of formalin (10%),
dehydrated in ascendinggrades of ethanol (70-
100%), clarified in xylene and cast (the
paraffin), blocked, cut to a thickness of 5 um,
after routine staining with haematoxylin and
eosin (H&E) dyes (Bancroft, 1975), and then
examined microscopically with magnification
(%20, x100).

Expression and statistical analysis of results

The results were expressed as the mean (M) of
the individual values, assigned from the
standard error to the mean (S.E.M.). The
comparison of several

means was carried out by an analysis of
variance (ANOVA) with the intoxication factor
(Ni, T) and/or the treatment factor (EOHA ,
Ni), followed possibly by the Post-Hoc Student-
Newman-Keuls test: A probability *p <0.05
indicates a significant differ- ence **p<0.01;
indicates a highly significant differ- ence;
***p<0.001 indicates a highly significant
difference compared to the controls. The
statistical analyses were carried out using
Sigma Stat soft- ware (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

3. Results
Extract yield and main compounds

The hydro-distillation of H.articulatum plant
mate- rial has resulted in a yield of 0.11%.
Analysis of the plant extract by gas
chromatography identified 69 major
compounds listed in Table 01 in order of elu-
tion. Sixty-nine components representing the
sum of the percentages of the components
obtained were identified (82.20%). The major
components of this essential oil are :Thymol

(14.19%), Alphater- pinene (11.02), R -E-
Ocimene (9.64), 1,8-Cineole

(8.69), Oleuropine (5.17%), Linalol (5.12%),
Delta -3

- Carene (4.12) (Table 1).

Effect of Nickel on body weight and
kidneyweight

Weight results show that animals exposed to
NiSO4showed a significant (p<0.05) decrease in
body weight and kidney weight to that of control
animals during the experimental period. Animals
exposed to NiSO4 and treated with EOHA
showed a significant (p<0.05) increase in body
weight and kidney weight compared to untreated
poisoned rats (Table 02).

Biochemical tests
Determination of biomarkers of renal func-tion

The results show that animals exposed to NiSO4
showed a significant (p<0.05) decrease in body
weight compared to control animals during the
ex- periment. In addition, animals exposed to
NiSO4 and treated with EOHA showed a
significant (p<0.05) increase in body weight
compared to the poisoned rats (Table 03). The
results found in the poisoned animals also show a
significant (p<0.05) decrease in kidney weight
compared to controls (Table 03). On the other
hand, animals that were treated with EOHA
showed a significant increase (p<0.05) in the
organ weights studied compared to the poisoned
rats.

Activity of oxidative status enzymes at the
renal level

Results of oxidative status in the kidney show a
sig- nificant decrease in renal GSH, SOD, CAT
and GPx in NiSO4-exposed rats compared to
control rats. While a significant elevation was
observed (p<0.05)under the action of EOHA in
the treated lot follow- ing intoxication (Table
04).

The effect of Ni and EOHA on kidney
histolo-gy

Histology of the renal cortex of rats from the
con- trol batch showed the presence of uniform
glomer- uli  with well-defined membrane
(Figure 01A). In the EOHA treated lots, the
histology of the renal cortex showed a normal

and comparable structure to that observed in the
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control rats (Figure 01 D). The architecture of
the renal cortex in the rats of the nickel
poisoned batch was severely altered with most
of the glomeruli being necrotic, with degener-
ation of the Bowman's capsule (Figure 01B).
In the nickel poisoned and EOHA-treated
batches, the glomeruli appeared larger and not
rounded (dilated), with regeneration of the
Bowman's cap- sule and interstitial cells, with
contoured tubes.

a. Discussion

Yield and chemical composition of H.
articula-tum extract

Extraction resulted in an EOHA with a vyield
of 0.11%. According to some authors, the
chemical composition and vyield of the
essential oil vary according to various
conditions: the method used, the plant parts
used and the products and reagents used
during extraction, the environment, the plant
genotype, its geographical origin, the harvest
period of the plant, the degree of drying, the
drying conditions, the temperature and drying
time, the presence of parasites, viruses and
weeds (Bajpai et al., 2008; Kelen et al., 2008).
The chromatographic analyses of EOHA
allowed identifier 69 compounds to be
analysed which mainly represent po-
lyphenols, terpenes......etc, Thymol (14.19%),
Al- phaterpinene (11.02), B -E-Ocimene
(9.64), 1,8-

Cineole (8.69), Oleuropine (5.17%), Linalol
(5.12%), Delta -3- Carene (4.12) . The results
obtained corro- borate with the work of
Chaouche et al, (2014) who proved the
presence of polyphenols.

Several studies carried out on the arial part of
the plant have shown the presence of tannins,
flavo- noids (Alghazeeret al., 2012).
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N° Compounds Tr Concentration
(min) (%)
1 Tricycléne 10.051 0.467
2 o - Thujene 10.310 0.625
3 o, - pinene 10.901 0.438
4 Hexanoicacid®' 11.211 0.300
5 Campheéne 11.894 0.082
6 \Verbnéne 12.049 0.045
7 R-pinéne 12.152 0.243
3 Sabinéne 12.225 0.621
9 Octen-3-oL 12.333 0.560
10 Octanone - 3 12.907 0.133
11 |Myrcéne 12.978 0.142
12 Octanol 13.278 0.175
13 o, -2- Caréne 13.587 0.050
14 a-Phellandréne 13.705 0.066
15 Delta -3- Caréne 13.755 4.102
16 p-Cymene 13.985 0.320
17 Alphaterpinene 14.675 11.023
18 Para-cymene 15.110 1.325
19 |Limonéne 15.458 0.544
20 1,8-Cineole 15.728 8.690
21 R -Z-Ocimene 16.080 0.153
22 [3 -E-Ociméne 18.316 9.640
23 Camphenilone 18.427 0.110
24 Gamma Terpinéne 18.564 0.085
25 cis hydrate de sabinene 18.776 0.145
26 [Metacimenéne 19.032 0.062
27 Hotrienol 19.099 0.070
28 FeneHole 19.121 0.060
29 Linalol 19.939 5.012
30 Camphenol 20.595 1.324
31 o. - Camphenol 21.802 0.021
32 Trans-pinoarvéol 21.872 0.041
33 Camphre 21.953 0.387
34 p-Methylacetyophenone®’ 22.352 0.293
35 ISO Borneol 23.964 0.128
36 Bornéol 24.183 1.330
37 Terpin-4-oL 25.108 0.468
38 o. Terminéol 25.348 0.130
39 Paracymeéne-8-oL 25.541 0.081
40 \VerbénoL 25.994 0.760
41 Thymol-methylether 26.442 1.497
42 Perillaldehyde® 26.278 0.280
43 a- Terpéne -7- AL 26.614 0.099
44 Thymol 26.873 14.195
45 Carvacrol 27.008 1.319
46 Alpha Copaéne 27.215 0.128
47 Beta Bourbonnéne 27.371 0.067
48 Beta Cubebéne 27.475 0.099
49 Z- Caryophyléne 27.562 1.154
50 E- Caryophyléne 27.973 0.053
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51 AL | 0 medandréne 28.237 0.036
52 Germacrene 29.025 0.317
53 B -Selinen 29.764 0.120
54 lidene' 29.834 0.360
55 Valencéne 30.643 0.145
56 B-Bisaboléne 31.007 0.484
57 g- Cadinéne 31.312 0.370
58 A-Cadinéne 33.261 0.117
59 Calamenéne cis 33.568 0.451
60 E-aBisaboléne 33.864 0.112
61 Thymohydrouinone 34.031 0.008
62 Cadaléne 34.318 0.038
63 Isoeugenol 34.534 0.015
64 Oleuropine 34.578 5.170
65 Verbacoside 34.708 0.980
66 Luteoline 7 - gluciside 34.754 0.087
67 Bpegenine- glucoside 34.973 0.189
68 Rutine 35.105 0.091
69 Olerpeoside 35.269 0.408
Total Identifies : 82.20 %

Table 1: Concentration in % and retention time of the different compounds obtained by GC-
MS analysis of H.articulatum essential oil.

Parameter Ni EOHA Ni-EOHA T
Body weight(g) 61,22+3,92* | 108,23+0,51 | 96,07+0,33* 113,6+0,24
KidneyWeight(g) 0,54+0,05* 0,84+0,01 0,67+0,02%** 0,86+0,05

Table 2: Evaluation of weight parameters of control, NiSO4 and EOHA-treated rats.
The values are expressed as an average + SEM (*: p<0.05).

Parameter Ni EOHA Ni-EOHA T
Ni (ug/g) 50,21+0,05* 0,19+0,08 28,17+0,11* 0,21+0,05
Blood urea(mg/dl) 7,21+0,037* 3,13 +0,42 4,55 +0,11* 3,02 £0,09
Uric Acid(mg/dl) 6,41 +0,5* 3,17+0,55 4,84+3,10* 3,05 +0,34
Créatinine (mg/dl) 22,30 +0,01* 6,78+0,06 11,91+0,03* 7,10 £0,05

Table 3: Effect of EOHA on blood urea, uric acid and creatinine levels in NiSO4 intoxicated rats compared to

control rats. The values are expressed as an average + SEM (*: p<0.05).

Groups Ni EOH Ni-EOHA T
A
SOD (U/g) 0,48+0,15* 0,97+0,31 0,82+0,32* 1,11+0,06
CAT (U/g) 0,46+0,31* 1,8940,07 1,07+0,55* 1,92+0,56
GPx (U/g) 12,42+0,03** | 38,63+0,24 25,54+0,32** 37,71+0,01
GSH (1 M/min) 50,17+0,23* 153,05+0,01 99,78+0,19 147,02+0,12*

Table 4: Effect of H.articulatum essential oil (EOHA) in the activity of anti-oxidant enzymes in kidney of
rats intoxicated. The values are expressed as an average + SEM (**: p<0.01,*: p<0.05).
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Figure 1: Light microscopy of kidney tissue stained with haematoxylin and eosin.

(A) G: (x100) in kidney sections of control rats appeared with normal architecture. (B) G: (x100) sections of
rats exposed to Nickel showed necrosis and degeneration of Bowman's capsule (black arrow). (C) G: (x20)
Sections of rats exposed to Nickel and treated with H.articulatum essential oil showed regeneration of Bow-
man's capsule (black arrow) and interstitial cells, with contoured tubes (yellow arrow) and (D) G: (x100)

sections of normal kidney of rats treated with H.articulatum essential oil.

These phenolic compounds are formed in the
phe- nylpropanoid pathway, which is stimulated
mainly by the enzyme phenylalanine ammonia-
lyase (PAL). Phenylpropanoid metabolism
transforms phenylal- anine, the branch substrate
point between primary and secondary
metabolism, while environmental stress, such as
drought, can influence the polyphe- nol
biosynthesis pathway (Andre et al., 2009). In
response to environmental stresses, PAL
activity increases and the enzyme activates
many genes involved in phenylpropanoid
synthesis (Oh et al., 2009). It has been shown
that induction of the ac- cumulation of phenolic
compounds can play a role in the protective
mechanism during water stress (Miura and
Tada, 2014).

Given the polar nature of the extracts, the
analysis carried out was oriented towards
hydrophilic ~ com-  pounds,  particularly
phenolics. Moreover, the anti- oxidant activity
of plant species is often linked to their phenolic
content, as these compounds are known for
their redox properties (as reducing agents,
hydrogen donors, singlet oxygen extin- guishers
or chelators of metallic elements) (Rice- Evans
et al., 1996). Indeed, the presence of phenols

and many other groups of phenolic compounds
(of different concentrations) in plant extracts is
a de- termining factor in preventing lipid
oxidation (Rice- Evans et al., 1996), which is
one of the strongest types of antioxidant activity
verified among the species studied. In fact,
planting phenolic com- pounds can delay the
onset of lipid oxidation and hydroperoxide
decomposition in food products as well as in
living tissue (Carocho and Ferreira, 2013), and
some studies have shown that the biological
activity of essential oils is higher than that of its
majority compounds tested separately. Pure
com- pounds such as thymol and carvacrol have
a clear synergistic effect, which would explain
the different activities of the chemotypes.
Cinnamic aldehyde is generally indifferent to
both phenols (Lahlou, 2004).

Effect of Nickel and EOHA on weight and
kid-ney weight

The recorded results clearly show that the
weight of animals exposed to (Ni) is
significantly lower than that of control animals
resulting in a decrease in weight gain.
However, the anorexia caused by
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these metals can be justified by their action on
sev-eral neurotransmitters that are involved in
the reg- ulation of food intake, such as
serotonin, dopa- mine, norepinephrine, and
glutamate could play a primary role in the
control of satiety (Torres and Nowson, 2007).
In the same series of experiments, we observed
a significant reduction in kidney weight in
poisoned rats (Ni,) compared to controls. This
may be due to slower development of the in-
ternal organs (liver and kidney) (Bisson, 2012).
Therefore, the administration of H. articulatum
es- sential oil to rats previously exposed to (Ni)
allowed us to observe a clear increase in body
gain com- pared to the poisoned animals. This
recorded weight gain could be due to the
presence of terpe- noid compounds that act by
stimulating glucose transport in cells (Vinay
Dwivedi et al., 2011).

Effect of Ni and EOHA on biochemical
parame-ters

Regarding the effect on kidney function, our
results also showed a clear increase in serum
levels of cre- atinine, uric acid and urea. These
biochemical pa- rameters are considered
biomarkers of renal dys- function and kidney
damage caused by this metal. In particular,
creatinine and urea are essential pa- rameters
for assessing renal function, based on
glomerular filtration (Vyscosyl et al., 2003).
The high serum concentration of urea and
creatininecan be explained by the catabolism of
the body's protein compounds under the action
of glucocorti- coid hormones, which play an
important role in this process, where proteins
can be broken down into amino acids and then
into urea and creatinine (Pari and Amudha,
2011). From a physiological point of view, the
kidney is particularly sensitive to the ac- tion of
toxins, due to its intense metabolic activity and
its multiple functions, particularly those of ex-
cretion and concentration of xenobiotics
(Sunderman et al. 2001). The results recorded
in poisoned rats showed an accumulation of Ni
in the kidney. Tikare et al. (2013) revealed that
nickel ac- cumulates in the kidneys, where it
induces lesionsin the glomeruli and proteinuria,
indicating the on- set of transient renal failure,
with a decrease in glo- merular filtration
(Adeyemi et al., 2014). On the other hand, the
increase in serum uric acid concen- tration in
our study is explained by the intense deg-

radation of genetic material (DNA and RNA)
(Cavallo et al., 2003). Otherwise, the high level
of circulating uric acid may be an indicator of the
body's defence against the deleterious effects of
free radicals, of which it increases the
production

of endogenous antioxidants, among which uric
ac- id, which prevents oxidative changes in
endothelial enzymes and preserves the capacity
of the endo- thelium to meditate vascular
dilations to cope with oxidative stress (Patel et
al., 2012; Becker et al., 1993).

On the other hand, after treatment with EOHA
in Ni intoxicated rats, a decrease in urea, uric
acid and creatinine was observed, as well as,
the histological study company has shown a
clear improvement in renal tissue architecture
in poisoned rats treated with EOHA. Our results
are consistent with the work of Algasoumi, et
al. (2012) who evaluated that Haloxylon
extract has a hepato- nephroprotective effect.

Concerning the oxidative effect, the nickel
treat- ment showed a remarkable alteration of
the anti- oxidant defence systems (enzymatic
and non- enzymatic). At the same time,
previous research had indicated the
involvement of oxidative stress in the toxicity
mechanisms induced by nickel (Cavallo et al.,
2003). In fact, oxidative stress is the result of
multi-step processes caused by an imbalance in
the balance between pro-oxidants and
antioxidants (enzymatic and non-enzymatic)
and leading to tis- sue damage leading first to
many diseases and eventually to apoptosis (Lee
et al., 2016). Thus, exposure to heavy metals,
including nickel, can in- duce a state of
oxidative stress either by increased production
of free radicals that accumulate in the cell, or by
alteration of antioxidant defence mecha- nisms,
including detoxification and scavenging en-
zymes, or by increased lipid peroxidation as a
result of the interaction between Oxygen
Reactive Spe- cies (ORS) and cell membranes
(Attig et al., 2010).

In this study, nickel exposure resulted in a
decrease in glutathione (GSH) levels and in the
enzymatic activities of catalase and glutathione
peroxidase (GPx) compared to the control
batch. Nickel phagocytised by the cell increases
the activity of free radicals, catalyses DNA
transformation and can cause cancer, through
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numerous  reactions,  producing  toxic
intermediate metabolites such as peroxides
(Lou et al.,, 2013). These compounds are
involved in redox or conjugation reactions
requiring reduced glutathione, leading to its
high consumption, and thus its depletion in
living cells (Aouacheri et al., 2009), which
clearly explains the critical role of reduced
glutathione in the biotransformation of
exogenous substances including heavy metals
(SanMiguel et al., 2013). Our results
corroborate all these observations and are
consistent with the induction of ROS by this
metal. The cell has for its prot, ection to the
GSH carrying a thiol function which
constitutes an antioxidant system of the first
defence by binding by its SH function to toxic
metabolites. It also playsits antioxidant role in
synergy with antioxidant enzymes such as
glutathione  peroxidase, catalase  and
superoxide dismutase (Loo et al., 2013).

Nickel leads to the formation of free radicals
responsible for the oxidation of lipids, proteins
and DNA (Rao et al., 2009; Lou et al., 2013),
and consequently, the reduction of the
antioxidant system including GSH content
during the elimination of toxic metabolites
formed by nickel (EL-Demerdash et al., 2012).
However, EOHA- treated nickel poisoned rats
compared to nickel poisoned rats showed a
remarkable  improvement in  antioxidant
defense system. This can be explained by the
scavenger effect of polyphenols against oxygen
radicals, i.e. instead of the free radicals
produced by nickel being neutralised by GSH,
they are captured by the polyphenols, thus
maintaining normal cell glutathione levels (Oda
et al., 2012; Mariod et al., 2009). In addition,
the observed increase in glutathione peroxidase
GPx and catalase activity in the Kkidney
following treatment with EOHA (polyphenol-
rich) compared to nickel poisoned rats may be
due to its indirect action in reducing the levels
of reactive oxygen species, thus resulting in
reduced oxidative stress (Hattiwale et al., 2013;
Mariod et al., 2009). These biochemical
alterations in renal markers are supported by
kidney tissue damage, showing that subchronic
oral exposure of nickel leads to multiple kidney
necroses associated with ultra-structural
changes. These histopathological observations
are in agreement with those found by Das and

Buchner, (2007). However, other studies show
that antiradical activity is correlated with the
level of polyphenols and flavonoids in medicinal
plantextracts (Mariod et al., 2009).

5. Conclusion

Exposure of rats to Ni revealed nephrotoxic
effects that resulted in a significant alteration of
the antiradical system represented by the various
enzymes. Treatment with EOHA in previously
intoxicated rats showed a significant
improvement in the histopathological image of
the kidney as well as the biochemistry of renal
function.
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