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Introduction Générale

Introduction Générale :

Les "métaux lourds" représentent une sérieuse menace pour I'équilibre de la nature et la
survie de nombreuses espéces vivantes. Les Risques des métaux lourds sur la santé humaine
et animale sont en augmentation (Majolagbe et al., 2010; Deka et Sarma, 2012).
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, 80% des maladies chroniques peuvent étre causées,
directement ou indirectement, par la pollution environnementale. Parmi les polluants les plus

dangereux se trouvent ces fameux métaux lourds.

Le nickel est un polluant environnemental potentiellement carcinogéne chez de
nombreux animaux ; elles peuvent induire des transformations morphologiques des systémes
cellulaires, des aberrations chromosomiques (Ayo et al, 1998). Les sels de nickel comme les
particules de nickel peuvent étre allergenes et cancérigénes chez ’homme en formant des
radicaux oxygénés. Les radicaux libres peuvent causer des dommages oxydatifs pour les
lipides, les protéines et les acides nucléiques et commencer plusieurs conditions

pathologiques dans les étres humains et les animaux (Stengel, 1996).

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de substances ayant des

activités biologiques et pharmacologiques trés variées.

Le Chardon marie (silypum marianium) est I’une des plantes médicinales les plus
utilisées a travers le monde. Les extraits des graines de cette plante sont largement utilisés,
dans la médecine traditionnelle. le chardon marie est considéré comme une plante médicinale
antique employée pour épurer et protéger le foie, pour traiter les troubles menstruels et les
congestions du foie, de la vésicule biliaire et les reins, ainsi que pour stimuler la lactation et la
protection des cellules hépatiques lors de la chimiothérapie anticancéreuse (Venkataraman et
al., 2000 ; Anderson et al., 2002). L’utilisation de cette plante est rapportée par la littérature
depuis le cinquieme millénaire avant Jésus-Christ dans le traitement des affections hépatiques
par les chinois (Ross, 2008)

Le silymarine a été rapporté comme ayant de multiples activités pharmacologiques, y
compris  antioxydant, hépatoprotecteur et agent anti-inflammatoire, antibactérien, anti
allergique, antimutagene, antiviral, anticancéreux, agents antithrombotiques, et les actions

vasodilatatrices (Abascal et Yarnell, 2003). Asghar et al. (2008) ont suggéré que la silymarine
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peut étre utilisé dans la prévention des maladies aux radicaux libres en tant que supplément
diététique antioxydant naturel .

Notre travail a pour but d’explorer I’impact du nickel sur certains aspects pondéraux,
biochimiques, et hématologiques. Chez des rats de souche «Wistar », et d’évaluer les effets
protectrice de chardon marie, sur le stress oxydatif induit par le nickel, afin d’établir si cette
plante médicinale peut protéger contre les effets cytotoxiques du nickel.



Chapitre | Toxicité du nickel

1- Généralité :

Le nickel, qui fait I’objet de notre étude, est une substance que I’on retrouve dans le
milieu naturel, essentiellement dans les minerais sulfurés extraits des sous-sols et dans les
minéraux silicatés se trouvant en surface. Dans I’environnement, le nickel est surtout
combiné a I’oxygéne (oxyde) et au soufre (sulfures). La crofite terrestre contient environ
0.009 % de nickel dans les minerais sulfurés, arséniurés, antimoniurés, oxydés et silicates.
De plus le nickel est présent dans 1’air, dans les particules en suspension, apres avoir été
rejeté par des activités humaines ou des phénomeénes naturels, comme les éruptions
volcaniques, les incendies de foréts et les météorites provenant de la haute atmosphere
(Duke, 1980a).

Il est présent a de fortes concentrations dans les roches-méres ferromagnésiennes ou
il se substitue partiellement au fer ou au magnésium. Il est particulierement abondant dans
les minéraux des roches magmatiques basiques et ultrabasiques et dans les minéraux de
type serpentine, oul il présente des teneurs de I’ordre de 10 000 mg.kg™ (Baize, 1997).
Le nickel est un métal du sous-groupe VIII de la série des éléments de transition du
tableau périodique et le 28éme élément de la table périodique. C'est un métal blanc argent
trouvé dans plusieurs états d'oxydation, s'étendant de -1 & +4(Barceloux, 1999).
Cependant, I'état d'oxydation +2 [Le Ni (I1)] est la forme la plus commune de nickel dans
les biosystemes (NAS, 1997).

2-Les propriétés de nickel :

Le nickel est généralement divalent (valence 2) ; I’ion trivalent ne se rencontre que
dans les complexes. Comme tout les éléments du groupe VIII. 1l se caractérise par une
masse atomique (58.71g/mol), par une température de fusion élevée(1455°C),une
température d’ébullition (2732°C),et une grande densité (320°C est de 8,902g/cm?),une
structure cristalline cubique a face centrée (a=0,352nm).est un élément dur, malléable et
bon conducteur de chaleur et d’¢électricité et des isotopes de 56 a 66, le nickel a 1’état
naturel est un mélange de 5 isotopes stables (58, 60, 61 ,62 et 64) et de 6 autres instables.
La couche électronique 3d est partiellement remplie (6 électrons) cing sont paralléles et un

antiparallele. Chaque €lectron porte un moment magnétique, une orientation parallele d’un
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grand nombre de spins donne lieu a I’apparition d’une aimantation spontanée (propriété

ferromagnétique) (ouafek, 2007 ; Mouffok, 2008).

Tab.01. Propriétés physiques et chimiques des composés de nickel. D’apres Kirk (1981).

Point
Mas- d’ébullition
Formule se Point de °C Densité Solubilité
Numéro CAS* mola- Fusion Sous glcm?
ire °C p. atm.
Insoluble dans I’eau et dans les
Nickel Ni 58,69 1455 2730 8,9 solvants organiques. Se dissout
métal 7440-02-0 lentement dans les acides forts
Pratiquement insoluble dans I’eau
Oxyde de | NiO 74,69 1984 _ 6.67 (0,1mg/100ml & 20 °C).soluble
nickel 1313-99-1 dans les acides et dans
I’ammoniaque.
Trés peu soluble dans [’eau
Hydroxyde | Ni(OH) 2 92,70 230déc. _ 4,15 (10mg/100ml & 20 °C).soluble dans
de nickel 12054-48-7 les acides et dans I’ammoniaque.
Trés peu soluble dans I’eau
Carbonate | NiCO3 118,72 déc. _ 2,6 (10mg/100ml a 20°C).soluble dans
de nickel 3333-67-3 les acides.
Carbonate
basique de | 2NiCO3, 587,57 déc. _ _ Insoluble dans 1’eau. Soluble dans
nickel 3NiOH2, 4H20 les acides et dans I’ammoniaque.
hydrate 65405-96-1
Chlorure | NiCI2, 6H20 237,69 _ _
de nickel 7718-54-9 Tres soluble dans I’eau
hexahyd- - (254g/100ml & 20°C).soluble dans
rate 1’éthanol et dans 1’éthyléneglycol.
Nitrate de Tres soluble dans I’eau
nickel Ni(NO3)2, 270,79 56,7 136,7 2,05 (238g/100ml a 0°C). soluble dans
hexahyd- 6H20 I’éthanol et dans 1’éthyléneglycol.
rate 13138-45-9
Sulfate de Facilement soluble dans [’eau
nickel NiSO4, 6H20 262,84 tr.53, 3 6H20 a 2,07 (65g/100ml & 0°C). soluble dans
hexahyd- | 7786-81-4 103 1’éthanol et le méthanol.
rate
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3- Utilisation du Nickel :

Comme de nombreux autres métaux, les applications du nickel a 1’état pur sont

beaucoup moins importantes que celles sous forme d’alliage avec d’autres composants.

Le nickel métallique est utilisé dans environ 3000 alliages, qui présentent plus de 250
000 applications (Association miniére du Canada, 1991), Parce qu’il donne telles
propriétés comme resistance de corrosion, résistance a la chaleur, dureté, et forces
(ATSDR, 1997).

Les aciers inoxydables au nickel sont employés dans les industries chimiques et
alimentaires ainsi qu’en médecine. Les alliages fer-nickel constituent d’importants
matériaux dans 1’industrie ¢lectrique, et les alliages nickel-cuivre furent utilisés dans les
piéces de monnaies, la construction des navires. D’autres alliages sont utilisés dans les
articles de cuisine, la production de turbine, de machines, armement et des protheses
médicales (ATSDR, 1988 ; USAF, 1990).

L’hydroxyde de carbonate de nickel est utilis¢é dans le placage et la catalyse, le
carbonate de nickel est un important matériau dans la fabrication des composants
électriques; le chlorure de nickel anhydre est employé comme absorbant dans certains
masques a gaz et dans le nickelage; ’hydroxyde de nickel sert a la fabrication d’électrodes;
I’oxyde de nickel est une mati¢re premiére d’importance en métallurgie, ou il est utilisé
dans les processus de fusion et de production d’alliages; le sulfate de nickel peut servir de
catalyseur ou étre employé¢ dans les solutions d’¢électrolytes et en bijouterie; et le nitrate de

nickel est utilisé dans le nickelage et la fabrication de piles au nickel (OMS, 1991).
4-Devenir du nickel dans I’organisme :
4-1- Voies d’absorption du nickel :

Le nickel et ses composés sont absorbés par les voies respiratoires et, dans une
moindre mesure, par le tube digestif. En général, I’absorption du nickel augmente

proportionnellement a la solubilité des composés, tant aprés ingestion qu’apres inhalation

(PISSC, 1991).
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Chapitre | Toxicité du nickel

4-1-1- Absorption respiratoire :

Des particules inhalées de nickel sont déposées dans les voies respiratoires
supérieures et inférieures et sont plus tard absorbées par plusieurs mécanismes. Le modele
de dépdt dans les voies respiratoires est lié a la dimension particulaire, qui détermine le
degré auquel des particules sont affectées par impaction, sédimentation, et diffusion a
inertie. Grand dép6t de particules (5-30um) dans le secteur nasopharynx ou des vitesses de
courant d'air et la géométrie plus élevées de voie aérienne favorisent I'impaction a inertie
(Gordon et Amdur 1991). De plus petites particules (1-5um) écrivent la trachée et la
région bronchioles ou ils déposent principalement par sédimentation. Les plus petites
particules (<1 um) écrivent la région alvéolaire des poumons ou la diffusion et la
précipitation électrostatique des particules se produit. Le dép6t partiel peut étre prévu pour

varier considérablement avec I'age et les modéles de respiration(ATSDR, 2005).

La demi-vie de nickel dans les poumons des rats exposes par inhalation a été signalé
a étre de 32 heures pour le sulfate de nickel (Hirano et al. 1994b) 4,6 jours pour le sous

sulfure de nickel et 120 jours pour I'oxyde vert de nickel (Benson et al. 1994).
4-1-2- Absorption oral :

La quantité de nickel absorbée par l'appareil gastro-intestinal dépend du type
d'espéces de nickel dans la nourriture, le contenu et la capacité d'absorption. Normalement,
seulement 1-2% de nickel ingéré est absorbé. La prise quotidienne du nickel a estime
qu’est dans la gamme de 35 — 300 pg par jour (Nielsen et al, 1984). Le sulfate de nickel
administré dans 1’cau de boisson est plus facilement absorbé que dans la nourriture
(Sunderman et al, 1989 ; Ishimatsu et al, 1995).

4-1-3- Absorption cutanée :

Les études humaines prouvent que le nickel peut penétrer la peau (Fullerton et autres
1986 ; Norgaard 1955). Cette voie est peu significative quantitativement mais importante
cliniguement dans la pathogénie de la dermatite de contact (OMS IPCS,1991).

Il ne pourrait pas étre déterminé si le nickel ait été absorbé dans les couches

profondes de la peau ou dans la circulation sanguine (ATSDR, 2005).
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4-2- Distribution :

La distribution du nickel varie selon la voie d’exposition (PISSC, 1991), la forme

chimique et le temps apreés exposition (Coogan et al., 1989).
4-2-1- Exposition respiratoire :

Les concentrations de nickel sont beaucoup plus élevées dans les poumons que dans

le foie et les reins aprés une exposition par inhalation. (ATSDR, 1991; PISSC, 1991).

La muqueuse nasale peut retenir du Ni pendant de nombreuses années (Torjussen et coll.,
1978).

4-2-2- Exposition oral :

Les niveaux sériques de nickel a atteint un sommet de 2,5 et 3 heures apres
I'ingestion de nickel (Christensen et Lagesson 1981;. Patriarca et al 1997;. Sunderman et
al, 1989b). Dans les travailleurs qui ont ingéré accidentellement de I'eau contaminée par du
sulfate de nickel et le chlorure de nickel, le mi-temps moyen de sérum du nickel était de 60
heures (Sunderman et al 1988), ce mi-temps a diminué sensiblement (27 heures) quand les

travailleurs ont été traités en intraveineuse avec des fluides.

Aprés absorption par le tube digestif, le nickel est principalement présent dans les
reins, mais on en retrouve des quantités appréciables dans le foie, le cceur, les poumons et
les tissus adipeux, ainsi que dans les tissus du systeme nerveux périphérique et du cerveau
(Oskarsson et al., 1979 ; Herlant-Peers et al.,1983). Une étude de Dostal et al(1989) chez

le rat suggere que le nickel peut s’accumuler dans le lait maternel.
4-2-3- Exposition cutanée :

Aucune donnée n'a été située concernant la distribution du nickel chez I'hnomme aprées
exposition cutanée.

Pendant une heure apres application de chlorure de nickel a la peau rasée des
cobayes, le nickel s'était accumulé dans des secteurs keratinaceous et dans des sacs de
cheveux (Lloyd 1980). Apres 4 heures, du nickel a été trouvé dans le corneum de strate et
le spinosum de strate. Pendant vingt-quatre heures apres traitement de peau épilée chez les
lapins et les cobayes avec nickel-57, la radioactivité a été détectée dans le sang, les reins, et
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le foie avec les quantités les plus élevées trouvées dans le sang et les reins (Norgaard
1957).

La dermatite de contact, qui résulte d’une exposition cutanée au nickel, est ’effet
le plus fréquent du nickel dans la population générale. Différentes études ont indiqué
que ’administration d’une dose unique par voie orale de sulfate de nickel peut
entrainer une exacerbation des symptémes de dermatite chez les sujets sensibilisés
(ATSDR, 1997). La plus faible dose entrainant une dermatite a été estimée a 0,009 mg
de nickel/kg (Cronin et al., 1980). Cependant ces différentes études sont limitées par
un certain nombre de facteurs comme le petit nombre de sujets inclus, 1’absence de
controle de la nourriture, I’absence de méthodologie double-aveugle pouvant introduire des

biais au niveau des investigateurs.
4-3- Excrétion :

L'élimination de nickel absorbée se produit principalement par l'urine, bien que
certains puissent étre excrétés en salive, sueur, la bille, les cheveux lait et larmes (Delmotte
et al., 2001). Nickel qui n'est pas absorbé a partir  de l'appareil gastro-intestinal est
excréte dans les feces (IPCS 1991).

Une partie du nickel absorbé a partir du tractus gastro-intestinal est excrétée dans
l'urine et est associé principalement a des complexes de faible poids moléculaire qui
contiennent les acides aminés. Il a été rapporté que le nickel fécal est habituellement
approximativement 100 fois cela de nickel urinaire (ATSDR, 1988 ; Goyer, 1991). Apres
I’administration par voie oral de chlorure de nickel a des rats, de 94 a 97 % excrété dans

les feces et de 3a 6 % dans les urines en 3 jours (Ho et Furst, 1973).

La demi-vie d’élimination urinaire de nickel allant de 20 a 60 heures (Onkelinx et al.,

1973 ; Sunderman, 1989 ;Denkhaus et al., 2001).

5-Toxicité du nickel :

Les effets néfastes sur la santé de nickel dépendent de la voie d'exposition
(inhalation, voie orale ou cutanée) et peuvent étre classés en fonction de période d’
exposition aigué (01 jours), subchronique (10-100 périodes jours), et chronique (100 jours

ou plus).

Page 6



Chapitre | Toxicité du nickel

5-1- Toxicité aigue :
Les intoxications aigue par le nickel sont exceptionnelles chez I’homme. Les doses
ingérées associées a des effets toxiques étaient tres élevées, au-dela de 7mg/kg

mc.(Sunderman et al.,1988 ; Sunderman et al.,1989)

Un cas mortel d'intoxication de nickel a été signalé pour une fille de 2 % ans qui
avait ingéré 15 g de sulfate de nickel (Daldrup et al., 1983 ) 35. La mort due au syndrome
de détresse respiratoire adulte causé par le nickel (ARDS) a été rapportée pour un nickel de
pulvérisation de travailleur utilisant un processus d'arc thermique (Rendall et al., 1994)36.
Des lésions rénales et une hématurie franches étaient également observée dans la toxicité
aigué de nickel (Clemons et Garcia, 1981) 39. 1005

Des effets toxiques ont été observés chez 35 travailleurs d’installation de
galvanisation ayant bu accidentellement de I’eau contaminée par du sulfate et du
chlorure de nickel, et de I’acide borique (Sunderman et al., 1988). L’exposition a été
estimée entre 7,1 et 35,7 mg de nickel par kg. Les symptdmes incluent des nausées,
vomissements, diarrhées, crampes abdominales, maux de téte, sensations d’ébriété et
une augmentation transitoire des €rythrocytes, de la bilirubine sérique et de 1’albumine

urinaire(INERIS, 2006).

Le nickel métal et ses oxydes ont une faible toxicité aigue oral. La DL50du nickel
chez le rat est supérieure a 2000 mg/kg, celles du monoxyde de nickel et du trioxyde de
nickel sont supérieures a 5000 mg/kg chez le rat. Les données de toxicité aigue du nickel
par voie oral indiquent que les oxydes de nickel, composés pratiquement insolubles, sont
moins toxiques que les formes solubles du nickel(Pichard 2006).Les sels solubles de
nickel(p.ex; le dichlorure de nickel le sulfate de nickel, le dinitrate de nickel et le bis
(sulfate) de diammonium et de nickel) ont une toxicité aigue qui varie de modérée a tres
élevée chez le rat (DL50 de 42,5 a 112 mg/kg mc) alors que la poudre de nickel et les sels

de nickel insolubles.

Page 7



Chapitre | Toxicité du nickel

5-2- Toxicité sub-chronique et chronique :

Les études chez I’homme (et I’animal) indiquent que le systéme respiratoire
est la cible principale de la toxicité du nickel par inhalation. Une augmentation de
I’incidence des déces par pathologie respiratoire a été trouvée chez des travailleurs exposés
chroniquement (INERIS, 2006) a des concentrations supérieures a 0,04 mg de nickel/m?,
sous forme de monoxyde ou de métal (Cornell et Landis, 1984). Les effets
respiratoires étaient de type bronchite chronique, emphyséme, diminution de la capacité

vitale.

Des cas d’asthme ont été décrits a La suite d’une exposition professionnelle au nickel

(Novey et al., 1983 ; Dolovich et al., 1984 ; Shirakawa et al., 1990).

L’ingestion de nickel de fagon chronique en quantité importante est associée a un
faible poids des bébés a la naissance, a des dermatites et a des dommages cardiaques et
hépatiques, en général, ces dommages sont évités si la quantité de nickel métallique
consommeée ne dépasse pas 0,012 mg/kg/jour (OMS, 1991). La valeur de référence pour
une ingestion de composeés de nickel (excluant les oxydes de nickel) suggérée par 1’Office
of Environmental Health Hazard Assessment est de 0,05 mg/kg/jour (INERIS, 2006).

La bronchite chronique, la fibrose pulmonaire et I’atteinte des fonctions respiratoires sont

associées a I’exposition chronique au nickel a de fortes doses (INERIS, 2009).

Chez des travailleurs exposés a des composés solubles du nickel (sulfate et
chlorure). une concentration moyenne de 0,75 mg de nickel/m?, une élévation des
taux urinaires de protéines totales, de Bz-microglobuline, de retinol binding protein et
de N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) chez 12 femmes et de lysozyme urinaire et de
NAG chez 14 hommes a eté observee (Vyskocil et al., 1994). Ces observations

témoignent d’une dysfonction tubulaire.

Chez 38 travailleurs exposés au nickel (composé non précisé), une augmentation
significative des 1gG, IgA et IgM et une diminution significative des IgE a été observée
(Bencko et al., 1983,1986). Par ailleurs, une augmentation significative d’autres
protéines sériques pouvant éEtre impliquées dans I'immunité a médiation cellulaire

(al-antitrypsine, a2-macroglobuline, céruloplasmine) a été observée. Ces modifications
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suggérent que le systéme immunitaire a été stimulé par I’exposition au nickel (INERIS,

2006).

L’exposition chronique (6 heures/jour, 5 jours/semaine pendant 78 semaines) a
des poussiéres de sous sulfure de nickel (0,97 mg de nickel/m®) a entrainé une
augmentation des lésions pulmonaires chez des rats Fisher 344 (Ottolenghi et al.,
1974). Les lésions étaient de type pneumonie, atélectasie, bronchite, bronchectasie,

emphyséme.

Des lésions incluaient une augmentation du poids des poumons, une inflammation
et/ou une fibrose des poumons apres une exposition chronique de 2 ans des rats et des
souris au monoxyde de nickel (0 —2 mg/m? ), et sulfure de nickel (0 -0,73 mg/mq), et du
sulfate de nickel (0 - 0,11 mg/m®) (NTP, 1996a, 1996b, 1996c). .

Une hyperplasie des ganglions lymphatiques bronchiques a été observée avec le
monoxyde de nickel (0,5 mg/m® pour les rats, 1 mg/m® pour les souris), le sous
sulfure de nickel (0,11 mg/m? pour les rats, 0,44 mg/m3 pour les souris) et le sulfate
de nickel (0,11 mg/m3pour les rats, 0,22 mg/m3 pour les souris) (INERIS, 2006).

Des rats Wistar exposés de fagon continue pendant quatre mois par inhalation a
0,025 mg de nickel/m® (sous forme de monoxyde de nickel) ont présenté une
diminution du nombre de macrophages alvéolaires et de la réponse humorale
(Spiegelberg et al., 1984).

Aprés I’administration a des chiens, pendant 2ans, des doses de 3,29 ou 70 mg
Ni /kg/jour, Ambrose et al., (1976) observent des retards de développement corporel et des
atteintes histologiques au niveau pulmonaire et une augmentation du poids de reins et du

foie.
e Effets sur la reproduction et le développement :

Il n’existe pas d’études chez I’homme quand aux effets sur la reproduction et
le développement du nickel par voie orale ou cutanée (OMS IPCS, 1991 ; ATSDR, 1997).
Chez 356 femmes employees dans une raffinerie de nickel, exposées par inhalation
a des concentrations de 0,084 & 0,196 mg de nickel/m® (sous forme de sulfate de nickel),

le taux d’avortement spontané était de 15,9 % contre 8,5 % chez des femmes non
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exposees (Chashschin et al., 1994). Chez les femmes exposées, le taux de
malformations était de 16,9 % contre 58 % chez les non-exposées. Les auteurs
fournissent un risque relatif de 2,9 pour ’ensemble des anomalies, de 6,1 pour les
anomalies du systtme cardiovasculaire et de 1,9 pour les anomalies
musculosquelettiques(INERIS, 2006).

La dégenérescence testiculaire été observé chez les rats et les souris exposés au
sulfate de nickel (>1,4 mg Ni/m3) et sous-sulfure de nickel (>1,83 mg Ni/m3 pour les rats
et ; >3,65 mg Ni/m3 pour des souris) 6 h/jour pendant 12 jours (NTP, 1996a, 1996¢) 63 -
65. Chez les rats males exposés a NiSO4 a 25 mg/kg, plusieurs changements testiculaires,
comme la prolifération cellulaire interstitiel, les parois des vaisseaux de transport, et la
réduction du nombre de spermatozoides et certaines enzymes testiculaires tels que des
stéroides 3R hydroxystéroide déshydrogénase étaient vu (EPA 1985). Das et Dasgupta
également signalé une diminution du nombre de spermatozoides, la motilité des
spermatozoides, et l'altération de la stéroidogenese des rats traité en nickel. L'exposition de
nickel éléeve la peroxydation testiculaire de lipide et supprime les activités enzymatiques
antioxydantes dans les rats ( Gupt et al. ; 2007). Kakela et al menée une étude pour
déterminer les effets reproducteurs du nickel chez les rats Wistar males et femelles
exposes au nickel a 10-100 ppm NiCI2 dans I'eau potable. Dans les méles (exposés 28 ou
42 jours avant que reproduction) NiCI2 a induit le rétrécissement des tubules seminiféres et

a diminué le nombre de spermatogonies dans les tubules.

e Reprotoxicité et tératogénése :
On note I'absence d'études chez I'hnomme quant aux effets du nickel par voie orale,
sur la reproduction et sur le développement (OMS IPCS, 1991 ; ATSDR, 1997).

L'étude de Jacquet et Mayence (1982) chez les souris montre des effets sur la fertilité

des souris males.

L'étude de Sunderman et al. (1978) montre que I'exposition a des doses unique par

voie intra musculaire de rat impact sur la mortalité et le poids des nouveaux nés.

Différentes études menées sur des souris et/ou rats exposés par voie orale (gavage ou
ingestion d'eau de boisson) a différentes formes de nickel mettent en exergue I'impact sur

la descendance : létalité des nouveaux nés, tailles et poids corporels des nouveau nés
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réduits (SLI, 2000 ; Ambrose et al.,1976). L'étude de Smith et al. (1993), menée sur des
rates pendant 11 semaines avant I’accouplement puis pendant 2 périodes successives de

gestation et d’allaitement, montre une augmentation de la mortalité foetale.
e Canceérogeénicité :

(ICNCM, 1990) I'exposition professionnelle au nickel sulfurés et oxydés aux fortes
concentrations cause les cancers des poumons et nasaux selon une étude de comité
international de cancérogénicité de Ni chez I’homme (ICNCM, 1990). Il n'y avait aucune
corrélation entre exposition et cancer métalliques de nickel dans le poumon ou le nez.
L'exposition de nickel soluble a augmenté le risque de cancer et peut également augmenter
le risque lié a I'exposition & moins de composés solubles de nickel. Le Comité a également
conclu qu'il y avait aucunes preuves substantielles que les composés de nickel peuvent
produire des cancers autres que dans le poumon ou le nez chez les personnes

professionnellement exposées.

L'inhalation est une voie importante d'exposition au nickel et a ses sels par rapport
aux risques sanitaires. IARC (1990) a conclu que les composés de nickel sont
cancérogenes pour I'homme, tandis que nickel métallique est probablement cancérogéne

pour I'hnomme.

Un certain nombre d'études épidémiologiques soutenu ces résultats plus tét (TERA,
1999).

e Mutagénicité et génotoxicité du nickel :

Plusieurs études expérimental et épidémiologiques ont montré que le nickel (Ni*?) est
génotoxique (Costa et al., 2002 ; Chen et al., 2003b).les mécanismes de cette génotoxicite
sont multiples soit par cassures mono brins et double brins de I’ADN pour des trés faibles
concentrations avec activation de la poly ADP-ribose polymérase qui est normalement
induite en présence de Iésions dans I’ADN(Cai et Zhuang, 1999 ; Lei et al., 2001) soit par
la production d’especes réactives de 1’oxygene tel que le radical hydroxyle,(Chen et al.,
2003b ;Costa et al.,2002) ou par inhibition (a des concentration non cytotoxiques de Ni*?)
des processus de réparation des Iésions de I’ADN causées entre autres par les UV (Haetwig
et al., 1994a et1994b ; Hong et al., 1997 ; Wozniak et Blsiak, 2004 ;Hu et al.,2004).Cette

inhibition peut étre prévenue par les ions Mg*? ( Hong et al.,1997).En conséquence le Ni*2
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entraine une mutation transverse de type CC _ TT qui caractérise la mutagénese du cuivre
et des UV entre autres (Tkeshelashelashvili et al., 1993). La génotoxicité disparait aprés
élimination du nickel des matrices contaminées la génotoxicité qui lui est liée
disparait,(Montanaro et al.,2005).(Fig. 1)
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Fig 01: interactions des composés de nickel avec les cellules épithéliales (de cible) dans
la région bronchioalveolar du poumon. (Oller et al. 1997).

e Manifestations allergiques :

Le nickel est un allergene, responsable de dermatites de contact94. Globalement,
I’incidence de 1’allergie au nickel est de 1’ordre de 8 a 14 % dans la population féminine, et

de 1% dans la population masculine (UKWIR, 1996).

La contribution spécifique du nickel apporté par I’eau de boisson n’est toutefois pas
déterminée. Un certain nombre d'études ont démontré des effets dermiques chez les
populations sensibilisés suite a l'ingestion de nickel. Certaines études indiquent que

I'ingestion de nickel peut aggraver un eczéma (Haber et al., 2000).
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Dans leur travail Haber et al. (2000) citent trois études qui fournissent des
informations intéressantes sur les doses provoquant un eczéma chez les personnes
sensibilisées sans pour autant pouvoir formellement définir un seuil de déclenchement. La
majorité des individus, voir tous réagissent au plus fortes dose de nickel testées (soit 2,5 ou
5,6 mg en prise unique). Quelques individus réagissent a des doses de 1,2 mg de nickel.
D'autres études rapportent des dermatites de contact observées chez des individus
sensibilisés pour des doses uniques de 2,5 mg. Il existe un cas rapporté de manifestations
allergiques aprés contact avec des eaux contenant du nickel a hauteur de 33 a 79 pg/L et
décrivant des plaques rouges récidivantes sur le visage d’une jeune femme coréenne de 26
ans dont I’eau —d’origine souterraine — était utilisée pour la boisson et I’hygiéne corporelle.
La substitution par une eau d'une autre origine s’accompagne d’une régression spontanée et

durable des signes cliniques (Lee and Lee, 1990).

La plus faible dose par voie orale, donnée a 15 individus (3 exclus) sensibilisés au
nickel etexacerbant un eczéma sur les mains était proche de 4,9 mg, dans le cadre d'un
régime alimentaire riche en nickel (Nielsen et al., 1990), soit un équivalent de 8 mg/kg p.c.

et 12 mg/kg p.c. via I'eau de boisson ingérée a jeun (Nielsen et al., 1999).

8- Nickel et le stress oxydatif :

Le nickel et d'autres métaux lourds peuvent également produire des radicaux libres
directement de I'oxygene moléculaire dans un processus en deux étapes pour produire
I'anion de superoxyde. En présence continue du métal lourd, les anions de superoxyde
formés peuvent alors combiner avec des protons dans la réaction de dismutation produisant

du peroxyde d'hydrogéne dans le processus.

Le nickel peut se lier aux enzymes de réparation d'’ADN et de produire des radicaux
libres de I'oxygéne pour provoquer la degradation des protéines. Ces dommages
irréversibles aux protéines impliquées dans la réparation de I'ADN, la réplication, la
recombinaison et la transcription pourraient étre importants pour les effets toxiques de
nickel ( Lynn et al., 1998).

Des données expérimentales suggérent que le stress oxydatif peut étre important dans
la carcinogenése induite par le nickel, nickel (Ni*?) imiter I'nypoxie et a été utilisé comme

un outil pour étudier le role de la détection de I'oxygéne et cascades de signalisation dans la
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régulation de I'expression genique inductible par I'hypoxie. Ce métal peut produire le stress
oxydatif; Par conséquent, il est concevable que les ROS puissent déclencher des voies
aboutissant a I'activation du facteur inductible par I'nypoxie (HIF) -1 facteur de
transcription et la régulation positive de genes liés a I'nypoxie signalisation (Das et al.,
2008).1a substitution de fer par le signal de commutateurs de nickel a I'nypoxie permanente,
qui active consécutivement le factor HIF-1(Salnikow et al., 2000 ). Ni (Il) augmente
I'oxydation de toutes les bases d’ADN in vitro ((Salnikow et al., 1994 ) et de peroxydation
de lipide in vivo (Coogan et al., 1989). Bien que le nickel (I1) par lui-méme ne provoque
pas efficace la genération de radicaux libres de lI'oxygene, H202 ou des hydroperoxydes
lipidiques, la réactivité de Ni (Il) avec les dérivés de l'oxygéne peut étre modulée par
chélation avec certain-histidine et contenant de la cystéine-ligands (Shi et al., 1993 et
1992). Les résultats d'une série d'études utilisant des cultures de lymphocytes de sang
périphérique humain suggérent également que le nickel induit un stress oxydatif dans
humans (M’Bemba-Meka et al., 2005; M’Bemba-Meka et al., 2007) . Dans une étude in
vitro en utilisant des lymphocytes humains, le chlorure de nickel a augmenté la production
de peroxyde d'hydrogeéne et de lipides peroxidation (M’Bemba-Meka et al., 2005). Les
niveaux d'especes réactives de I'oxygeéne intracellulaire, les radicaux hydroxyles et de la

peroxydation des lipides et aussi les effets potentiels d'antioxydants ont été examinés.

Page 14



Chapitre 11 Stress oxydant et les antioxydants

1- Stress oxydant :

Les espéces oxygenees activées ou ROS sont produites en permanence dans
I’organisme, et sont impliquées dans le maintien de I’homéostasie cellulaire (prolifération
cellulaire normale, métabolisme, état redox physiologique pour I’expression de génes). Le
plus souvent, les ROS-RNS formées subissent une transformation en une autre forme
réactive (Figure 1). Ainsi, ’anion superoxyde O2°— et le peroxyde d’hydrogéne H202
peuvent interagir avec les métaux de transition (fer, cuivre) pour générer des radicaux
hydroxyles OH (Fenton). De méme, NO° se combine aisément avec O2 °— pour former le
peroxynitrite ONOO-, agent non radicalaire & la fois oxydant et nitrosant. Grace a la
présence d’antioxydants, il existe un équilibre physiologique subtil entre la production et
I’élimination des ROS et RNS. Les cellules vasculaires sont dans un état redox basal. Cet
équilibre peut étre rompu sous 1’effet de certains stimuli pathologiques endogenes (hyper-
LDLémie, hypertension, diabéte...) ou exogénes (polluants environnementaux,

tabagisme...),( Peynet J et al 2005) conduisant a un stress oxydant.

NO Synthases
o Arginine . .
x g Citrulline
MNAD(PIH oxydase
chaine mifochondriale
xanthine oxydase
OXYQENases
. *NO
GE -
Superoxyde dismutase \
H20.
ONOO"
Myeloperoxydase /
Fe HOCI
0"
O+ Cf
» OH "

Fig.2. Sources cellulaires et interconversions des ROS et RNS.( Beaudeux J L et al , 2006)
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1-1-Définition du stress oxydant :

Le stress oxydant se définit comme un deséquilibre de la balance entre les systémes
de défenses anti-oxydants et la production d’ERO, en faveur de ces derniéres. Ce
déséquilibre peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogeéne d’agents
prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments,
rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Favier,
1997). Ce désequilibre entre les systemes de défense et de production des radicaux libres
entraine des lésions biochimiques au niveau des cellules de 1’organisme du fait de leurs
conséquences sur le plan moléculaire, telles que les altérations au niveau des protéines,
I’apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteintes de 1’intégrité de la membrane

cellulaire par I’induction de la peroxydation lipidique.
2- les principales formes des radicaux libres :
2-1- Radicaux libres oxygénés (ROS) :

e lon superoxyde : O2°-

L’ion superoxyde (02°-) est un dérivé trés réactif de 1’oxygene. Il est produit au

cours du métabolisme mitochondrial a la suite de la réaction suivante.

‘0-0° + ¢ * 00 (0,)

Relativement stable, il n’est pas trés toxique pour I’organisme. Mais il est a 1’origine

de cascades de réactions conduisant a la production de molécules tres nocives.

e Radical libre hydroxyle : OH®

Le radical libre hydroxyle (OH®) est tres réactif. Son temps de demi-vie en milieu aqueux
est de 10-6 secondes. Il peut réagir avec de nombreuses molécules comme I’ADN, les
glucides, les nucléotides, les protéines et étre a 1’origine de 1ésions de nécrose. C’est un
dérivé de I’ion superoxyde. Il peut étre produit a la suite de diverses réactions. Nous en
citerons deux a titre d’exemple, comme :

- la réaction d’Haber-Weiss

0, +H +H;0;+Fe”" ——— HO® +H,0 +Fe”
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- la réaction de Fenton :

HoOh+Fel '+ H —®Fe™  + H,O + HO®

e L’oxygéne singulet : 1 02

Lorsque de I’énergie est apportée a 1’oxygene, celui-ci passe a 1’état singulet qui
représente la forme activée. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut
oxyder de nombreuses molécules. 1l est formé a partir de I’ion superoxyde selon la réaction

suivante :
°0-0°———p ! Q1. (sous 'action de la lnmiere)

Le radical peroxyde est considéré comme une espece réactive dérivée de 1’oxygene
(ROS) méme s’il n’a pas une structure radicalaire car il est capable d’initier ou de propager
des dommages oxydatifs. 1l peut étre produit au cours des mécanismes illustrés par les
équations suivantes :

0,° +H »  HOY
puis 2 HO,® ¥ Hi0:+ O

2-2-Radicaux libres azotés (RNS) :

L’oxyde azotique NO°® est principalement produit par un systtme enzymatique, la
NOsynthase, qui transforme 1’arginine en citrulline en présence de la NADPH (1.5
équivalent). (Radi R, 2004).

L- Arginine + O2 — L-Citrulline + NO°

I est aussi possible de le produire par réduction des nitrites en nitrates sans 1’aide
d’enzyme.

Le NO° peut réagir avec les fonctions thiols en donnant naissance aux S-nitroso
thiols (RSNO), avec les métaux de transition (fer, cuivre) et avec 1’anion superoxyde pour
former le peroxynitrite. La forme acide du peroxynitrite (ONOOH) est un oxydant fort,
dont la rupture produit deux oxydants puissants (NO2 °, OH°). Il peut également
s’additionner au CO2 pour donner un adduit instable, qui donne par la suite les radicaux

NO2 ° et CO3°-. (Eiserich J P et al, 1998).

Page 17



Chapitre 11 Stress oxydant et les antioxydants

2-3- Radicaux libres soufrés :

IIs ont comme origine 1’oxydoréduction a un électron du couple disulfure/ dithiol de
protéines ou de petits peptides. Le principal disulfure cellulaire est le glutathion, qui est un
tripeptide dont la concentration dans le cytosol peut aller jusqu’au mM. Dans le milieu
intracellulaire réducteur, il est présent a 1’état réduit thiol (GSH). Lors d’une attaque
oxydante, il se dimérise pour donner GSSG, tout en passant par le radical thiyle (GS®) qui
est un oxydant fort, puis un disulfure (GSSG®-). (Houée Levin C,2005).

——

e,2H -
s - ¢
2GSH =/ GS + Gs® —_— GS*'=S5G¢ —/—= GSSG

3- principale source de radicaux libres : la mitochondrie

Dans l'organisme, il existe de nombreuses sources de ROS parmi les quelles
l'autooxydation des petites molécules, la xanthine oxydase et la NADPH oxydase, le
réticulum endoplasmique, les peroxysomes. L'auto-oxydation de molécules telles que la
dopamine, I'adrénaline, les flavines et les hydroquinones est une importante source de ROS
(Freeman & Crapo, 1981). Le produit direct de ces auto-oxydations est souvent I'O2 -
Ainsi, l'auto-oxydation de la dopamine est en partie impliquée dans le processus
apoptotique lors de pathologies neurodégénératives, notamment lors de la maladie de
Parkinson (Thannickal & Fanburg, 2000). La xanthine oxydase catalyse la dégradation de
I'nypoxanthine en acide urique en condition de forte demande d'ATP et de déficit en
oxygene. Mais elle peut également catalyser I'oxydation de la xanthine en acide urique,
notamment lors d'ischémie-reperfusion ou dhypoxie. Dans cette réaction, l'oxygéne
moléculaire agit comme un accepteur d'électron produisant ainsi I' O2 - (McKelvey et al,
1988 ; Parks et al, 1988).

Xanthine oxydase

Xanthine + 202 + H20 > Acide urique + 202e- + 2H+

La NADPH oxydase joue un role fondamental dans la réponse immunitaire et plus
précisement dans la lutte contre les micro-organismes (Babior, 1999). En effet, lors de la

phagocytose, cette enzyme presente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse
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la formation d'O2 --. Il existe aussi une NADPH oxydase dans des cellules non
phagocytaires dont le r6le serait de réguler la croissance cellulaire (Krause, 2004).

NADPH oxydase

202 + NADPH » 202 «- + NADP+ + H+

Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de
réactions pour détoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques
toxiques (Freeman et al, 1983 ; Turrens et al, 1982). La plus connue de ces enzymes est le
cytochrome P450 qui oxyde les acides gras insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi
des ROS (Morel et al, 1999). Il semble que cette production radicalaire régule certaines
fonctions du réticulum. Les peroxysomes sont une importante source de production
d'H202 cellulaire (Boveris et al, 1972). Toutefois, 'H202 est utilisé comme substrat de la
catalase peroxysomale (enzyme antioxydante) afin de réaliser des réactions de
peroxydation d'autres substrats. Ces réactions sont importantes dans le processus de
détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une faible quantité d'H202 produit au
niveau du peroxysome pourrait échapper a la catalase. Cependant, la principale source de
ROS est la mitochondrie par l'intermédiaire de sa chaine respiratoire. Elle produirait en
effet 90% des ROS cellulaires (Balaban et al, 2005).
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Fig.3. Principales sources cellulaires de radicaux libres (Bonnefond-Rousselot et coll.,
2003). RH : acide gras polyinsaturé, ROOH : hydroperoxyde lipidique, SH2 : substrat
réducteur, S : substrat oxydé, SOD

superoxyde dismutase, GSH-Px : glutathion
peroxydase, GR : glutathion réductase, GSH : glutathion réduit, GSSG : glutathion oxydé.
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4-Stress oxydant et ses consequences biologiques :

L’accumulation des EOR a pour conséquence |’apparition de dégats cellulaires et
tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les
protéines les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Halliwell et Whiteman 2004; Valko et
al., 2006).

T |
* Mn®
NO 02“ R Métaux de transition
e 23 entl
\Dismutation spontanée \\\ (Fe™, Cu™)
+ etlou enzymatique \\-: géduFdon
v H.O D il € metaux
ONOO~ 272 02
R M; \'dopefox_\-das/ ‘ _\IP*(II-I) 1
- - A +,, Cu
| a” +* " Roo ~ ROOH (FeJu)
HOCI1 OH' gl .
_ : RO
. l | '
TV )R , Proteines (dégradation,
ADN (modification Lipides (peroxydation, fragmentation, peroxydation
des bases, cassures) perte des acides gras) | . modification i,nactiv:ition) >
{ | ]
% ;

Fig.4. Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR
(D’apres Kohen et Nyska, 2002).

4-1- Péroxydation lipidique :

Les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée des EOR. Les produits d’oxydation
formés peuvent participer en tant que second messager a la régulation de fonctions
métaboliques, de ’expression des génes et de la prolifération cellulaire. Ils peuvent aussi,
et surtout, se comporter comme des substances toxiques responsables des
dysfonctionnements et d’altérations cellulaires (perte d’acides gras polyinsaturés,
diminution de la fluidit¢ membranaire, modification de 1’activité des enzymes et des

récepteurs membranaires, libération du matériel a partir du compartiment subcellulaire)
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(Beckman et Ames, 1998 ; Lehucher-Michel, 2001). La peroxydation lipidique, se déroule
en trois phases suivantes (illustrées par la figure 5).

a) Dinitiation :

I’attaque par un radical OH® du groupement méthyléne présent entre deux doubles
liaisons d’acide gras polyinsaturés produit un radical carboné R° (OH® enléve un atome
d’hydrogene du CH2 puis les doubles liaisons subissent un réarrangement moléculaire
conduisant a la formation de diénes conjugués), en présence d’O2 le radical carboné est

transformeé en radical peroxyle RO°2 (Martinez-Cayuela, 1995).

b) la propagation :
le radical RO°2 enléve un hydrogéne a un nouvel AGPI voisin qui a son tour
produira un radical R° puis un radical RO°2, une réaction en chaine s’installe. En présence
de métaux de transitions, les hydroperoxydes formés peuvent subir un clivage au niveau
des liaisons C-C pour donner naissance a divers produits de décompositions ; le
malondialdehyde (MDA) et le 4-hydroxynonéal représentant les produits les plus toxiques

de la peroxydation lipidique (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel, 2001).

c) laterminaison :
Cette phase consiste a former des composés stables issus de la rencontre entre deux
especes radicalaires ou le plus souvent par la réaction d’un radical avec une molécule

antioxydante dite ‘briseur de chaine’ (Khohen et Nyska., 2002).
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Fig .5. Les trois étapes de la peroxydation lipidique (D’aprés Sachdev et Davies, 2008).
4-2-Oxydation des protéines :

Les acides aminés des protéines sont la cible des EOR, soit au niveau de leur chaine
latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la liaison peptidique,
entrainant la fragmentation de la chaine (Berlett et Stadtman, 1997). Si la majorité des
acides aminés peuvent étre oxydés par les EOR, les acides aminés soufrés (cystéine et
méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane) sont les plus sensibles. L’oxydation des
acides amines génére des groupements hydroxyles et carbonyles sur les protéines mais peut
également induire des modifications structurales plus importantes comme des réticulations
intra ou intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements, antigénicités et leurs
activités, (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel et al., 2001 ; Valko et al,. 2007). Les
protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles a I’action des protéase et sont
alors dirigées vers la dégradation protéolytique au niveau du protéasome (Jung et al.,
2007).
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4-3- Oxydation des acides nucléiques :

Les bases puriques, pyrimidiques et le désoxyribose sont la cible privilégiée des
EOR, ils sont alors transformés en produits de fragmentations et en bases oxydées,
(Martinez-Cayuela, 1994). Les EOR ont une grande affinité de réaction avec certaines
bases constitutives de I’ADN. La guanine est ainsi facilement transformée en 8-hydroxy-
2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui est normalement éliminée par des enzymes de
réparation de I’ADN qui peuvent, elles aussi, étre victimes de 1’action des radicaux libres.
Si ces systemes de protection sont débordés ou défectueux, les altérations du matériel
génétique s’accumuleront au sein de I’ADN représentant ainsi la premicre étape impliquée
dans la mutageneése, la carcinogenése et le vieillissement (Lehucher-Michel et al., 2001 ;
Favier, 2003 ; Valko et al., 2006).

5- Les systemes antioxydants :

Le maintien d’un niveau non cytotoxique des EOR est assuré par des systémes
d’antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats
oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006). Les
cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’espéces réactives de 1’oxygene. La nature des
systemes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se
trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses antioxydantes de notre
organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques et systémes non enzymatiques
(Goudable et Favier, 1997).

5-1- Les systéemes antioxydants enzymatiques :
I1 s’agit principalement de trois enzymes; la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action complémentaire sur

o
la cascade radicalaire au niveau du O2 et du Hzoz’ conduisant finalement a la formation

de I’eau et de I’oygéne moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).
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Fig.7. Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs
cofacteurs métalliques (d’apres Matés, 1999)

a) La superoxyde dismutase (SOD) :

Cette métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu- et
Zndépendante), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante), et la SOD extracellulaire. La
SOD est une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction
antioxydante. C’est I’enzyme antioxydante “anti-O2 °-  la plus importante dans toutes les
cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau oxygénee.

L’absence de cette enzyme peut étre 1étale. (Salvayre Ret al, 2003).
2H++202° — H202 + 02
b) La catalase :

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son role est daccélérer la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire (Sorg, 2004).

2 H202 — 2 H20 + O2
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Catalase
ROOH + AH2 » H20 + ROH + A

c) Les glutathions peroxydases et réductases :

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

o . SoD CAT
O————>0;, ——» H:0,——» H,0+1:20,

N - GSH NADP* -
VR VA el
GPx ,I. GR| | G6PD

H,0 & \}'(;HHH f’/\ NADPH 4/

d) Les thiorédoxines (TRXx) et la thiorédoxine réductase (TRxR) :

Les thiorédoxines sont des enzymes a activité antioxydante intrinseque comme toutes
les protéines a groupement thiol (-SH). Elles jouent aussi un réle important dans la
régulation du systeme immunitaire. Une fois oxydée, la thiorédoxine est réduite par la
thiorédoxine réductase (TRxR) qui est une enzyme possédant un groupement
sélénocystéine dans son site actif. La TRxR intervient aussi dans la dégradation des
peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogéne et dans la régénération du radical

ascorbyl en acide ascorbique. (Hattori et al, 2003)

5-2- Les systemes antioxydants non enzymatiques :

Ces antioxydants se divisent en deux principales catégories, les endogénes
(molécules issues de la biosynthése), et les exogenes (les piégeur ajouté par 1’alimentation,
les piégeurs des radicaux libres lipophiles incluent la vitamine E, les caroténoides, alors

que la vitamine C est une molécule hydrophiles).
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5-2-1- Les antioxydants endogénes :
a) Glutathion :

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d’hydrogene et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il peut aussi
réduire les radicaux formés par lI'oxydation des vitamine E et C, baissant ainsi les niveaux
de peroxydation lipidique (Power & Lennon, 1999 ; Packer et al, 1997). Le rapport
glutathion reduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du
stress oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est

consomme et le glutathion oxydé augmenteé (Ji et al, 1992).
b) Acide Urique :

Il s’agit d’un produit issu du catabolisme des bases puriques. Comme pour tout
couple acido-basique 1’une ou I’autre des formes est prépondérante selon le pH du milieu :
au pH physiologique la forme ionisée, 1’urate, est prépondérante. Il agit comme un donneur
d’¢lectrons capable ainsi de stabiliser les radicaux hydroxyl HO®, peroxyl ROO°, et I'oxygene

singulet (Powers and Jackson 2008).
c) Les protéines de stockage des métaux de transition :

Des protéines liant les métaux (transferrine, céruloplasmine, etc.), 1’albumine ou
I’haptoglobine diminuent le taux des ions métalliques libres en les complexant avec en
conséquence, une diminution de leur pouvoir oxydant. A titre d’exemple, la réaction de

Fenton entre le fer (cuivre) et I'eau oxygénée ne se fait pas en absence du métal.

5-2-2-Les antioxydants exogenes :

a) La vitamine E ou a-tocophérol :

La vitamine E ou a-tocophérol (a-TocH) est le principal antioxydant de la famille
des tocopheérols. Sa structure moléculaire comporte une extrémité hydrophile,
correspondant au noyau chromanol et une extremité hydrophobe (chaine phytyle). L’a-
tocophérol est le principal antioxydant contenu dans les LDLs. Lors de I’initiation de la
peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire, I’ a -TocH, qui est un inhibiteur de
la propagation radicalaire, cede son hydrogene situé dans le noyau phénolique, réduisant

ainsi le radical RO2 °, et constitue par ce biais le seul antioxydant liposoluble assurant
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cette protection. L’ a-TocH, en cédant son hydrogéne, se transforme luiméme en produit
radicalaire mais de faible réactivité. L’ a-TocH peut réagir directement avec le radical
initiateur, tel que le radical hydroxyle (°OH), inhibant ainsi la formation du radical RO2 °.
La réaction de la vitamine E avec 1’anion superoxyde O2 -° est tres lente et par conséquent
peu probable. L’ a-TocH peut aussi réguler a la hausse les enzymes antioxydantes, telles
que la SOD, la glutathion peroxydase, la catalase du foie, la glutathion-transférase et la
NAD(P)H réductase.( Lopez G V et al, 2005) .

b) La vitamine C ou acide ascorbique :

L’anion ascorbate (forme présente dans le milieu physiologique) agit principalement
en piégeant directement les ROS et/ou RNS (majoritairement I'O2 °- et le ONOO-). Il est
aussi capable de recycler I'a-tocophérol de fagon a agir en synergie avec ce dernier dans la

prévention de la peroxydation lipidique :
T-OH + AGPI-O0° — T-O° + AGPI-OOH
Asc-H- + T-O° — T-OH + Asc

La vitamine C est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présents dans les
fluides intra- et extra-cellulaires (compartiments hydrophiles). (Vertuani S et al,2004).

¢) Les antioxydants exogénes phénoliques :

Une grande partie de ces molécules est présente dans les plantes. Les plus connus
sont les acides phénoliques (benzoique ou cinnamique), les flavonoides, et les tanins. Les
stilbénes et le lignan sont moins connus (Tableau 2). (Dai J, Mumper R J,2010)il sont
capable de piéger des ROS, d’inhiber le piroxyde lipidique en réduisent les radicaux
hydroxyle, superoxydes et peroxydes ; capable aussi de piéger les ion métallique, car il ont

des propriété chelatrices (Beilattne et al,2000) .
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Tab.2. Tableau récapitulatif des principaux antioxydants et de leurs modes d‘action.

D’apres Powers et Jackson (2008).

Catégorie Nom Modes d’action
d’antioxydants principaux
Enzymatiques | SOD || Pigge O2°- |
| GPX || Inactive H202 et ROOH |
| CAT || Inactive H202 \
PON1 Répare lipides oxydeés des
LDL
Non enzymatiques Vit E Piége O2°- et HO®, lutte

liposolubles

contre lipoperoxydation
(piege ROO®)

Caroténoides

Inactivent 102, piegent
ROQO°

CoQ10

Lutte contre
lipoperoxydation, recycle
Vit E

Non enzymatiques
hydrosolubles

Vit C

Piége certaines ERON,
recycle vit E

GSH

Cofacteur de GPX,
Protection des protéines
thiols par S-
glutathionylation

Acide urique

Piége certaines ERON
(donne e-)

Bilirubine

Inactive H202, lutte contre
lipoperoxydation (piége
ROO°)

Acide a-lipoique

Piege certaines ERON,
chélate métaux libres,
recycle vit E et vit C

Métaux de transition

Cofacteurs de SOD ([1Cu,
ZN, Mn), GPX ([ISe), et
CAT ([JFe)

Protéines de transport

Chélatent les métaux de
transition libres

Flavonoides

Luttent contre
lipoperoxydation, piégent
HO°, NO3-, et HCIO

6- les flavonoides comme antioxydants :

Les flavonoides représentent une trés large gamme de composés naturels appartenant

a la famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasi universels des
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végétaux, dont plusieurs sont responsables de couleur vive des fleurs, des fruits et des
feuilles (Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005).

6-1- Structure et classification des flavonoides :
Les flavonoides possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone constitués de
deux cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones (structure en

C6-C3-C6). La chaine en C3 entre les cycles A et B est communément cyclise pour former
le cycle C (Bruneton, 1999).

Fig.8. Structure générale du noyau des flavonoides
(D’apres Heim et al., 2002)

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta, 2000), 14
groups différents ont été identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répandus

et les mieux caractérisés ; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols,
anthocyanidines (Heim et al., 2002 ; Hendrich., 2006).
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flavanone R3' flavone

flavanonol flavonol R3'

flavan 3-ol isoflavone

Fig.9. Structures des différentes classes de flavonoides
(Gamet-Payrastre et al., 1999).

6-2- Distribution et localisation des flavonoides :

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de plantes. Ces molécules ont été
identifiées dans presque toutes les parties de la plante : les feuilles, les racines, les tiges, les
fleurs, les graines et I’écorce (Lee et al., 1994). Les flavonoides sont trouvés dans les fruits,
les légumes, les noix, les herbes, les épices, aussi bien que dans le thé et le vin rouge. Ils
sont consommés réguliérement avec 1’alimentation humaine qui nous apporte environ 75
mg de flavonoides par jour. En effet, le thé, les agrumes, les pommes, 1’huile d’olive, les
oignons, le cacao et plusieurs autres fruits et Iégumes sont trés riches en flavonoides, les

flavanols et les flavonols y seraient les plus abondants (Schewe et Sies, 2003).
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La majorité des flavonoides apportés par 1’alimentation sont sous forme glycosylée; ils
peuvent occasionnellement y étre présents sous forme aglycone (Ishii et al., 2003). La
plupart des flavonoides aglycones sont hydrophobes et peuvent donc traverser passivement
les membranes biologiques. Alors que la liaison d’un groupement glucidique a un compose
phénolique diminue son hydrophobicité et limite severement sa diffusion passive
(Williamson et al., 2000). Il semblait alors que I’absorption des flavonoides glycosylés ne
pouvait pas avoir lieu au niveau de I’intestin gréle. Cependant, Hallman et al. (Hollman et
al., 1995 ; Hollman et al., 1997) ont montré chez I’homme que 1’absorption des formes
glycosylées de la quercétine administrées oralement était plus importante (52%) que celle
de la quercétine aglycone (24%). Ces auteurs ont alors suggéré que la partie glucidique
associée aux flavonoides facilite leur passage dans les entrérocytes via le systeme de

transport des glucides (Hollman et al., 1997).
6-3- La biodisponibilité des flavonoides :

Les flavonoides alimentaires sont absorbés au niveau du tractus gastro-intestinal
(Crespy et al., 1999; Pforte et al., 1999), alors que les flavonoides thérapeutiques sont
administrés directement dans le tissu malade, dans la peau, ou dans une zone menant a la
cible. Dans la nature, la plupart des flavonoides existent sous forme de glycosides, mais ils
sont en général absorbés sous forme aglycone. Aprés métabolisation par les bactéries dans
I’intestin, 15% des flavonoides aglycones sont absorbés par 1’intermédiaire des micelles de

bile par les cellules épithéliales et passent ainsi dans la lymphe (Spencer et al., 1999).

Quelques flavonoides inhibent la diffusion facilitée des monosaccharides dans les
cellules épithéliales de I’intestin. Les flavonoides résiduels sont alors excrétés dans les
scelles. La lymphe transporte les flavonoides jusqu’au foie, et la majorité (80%) des
composés est absorbée au premier passage, 1’autre partie se fixant sur 1’albumine sérique
(Casley-Smith, 1986). Les hépatocytes transférent les flavonoides vers 1’appareil de Golgi
et les peroxysomes, dans lesquels ils sont dégradés, ou conjugués par glucuronidation ou

sulfatation, notamment par I’action du cytochrome P450.

Les produits de dégradation sont sécrétés par des transporteurs d’acides organiques
dans le sang et excrétés ensuite par les reins (Graefe et al., 1999; Graefe and Veit, 1999).

La demi-vie d’un flavonoide dans I’organisme est d’environ 1-2 h. Ainsi, les flavonoides
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sont assez bien éliminés par la bile, et ne sont pas accumulés dans le foie I’excrétion

urnaire ne represantant que 3 a 6% de 1’élimination totale (Milane 2004).
6-4- Activité antioxydante des flavonoides :

Les flavonoides ont été découverts dans les années 30 par Albert Szent-Gyorgyi,
lauréat prix Nobel, en tant que des composés avec l'activité anti-oxydante prononcée
(Hodek et al., 2002). Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par :

- Le piégeage direct des ROS.

- L’ inhibition des enzymes .

-la chélation des traces métalliques responsables de la production de ROS.

- La protection des systemes de défense antioxydants. (Halliwell, 1994).

Sous certaines conditions, les flavonoides sont cependant susceptibles de se comporter
comme agent prooxydant (Foresman et al 1992, Hariharan et al,1973)et engendrer une

altération des protéines, de I’ADN ou encore des lipides membranaires et des glucides.

a) Le piégeage direct des ROS :

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans
plusieurs études afin de déterminer les éléments majeurs de 1’ activité antioxydante. A
cause de leurs faibles potentiels redox (Jovanovic, 1994), les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants comme le

superoxyde, le peroxyle, 1’ alkoxyle et I” hydroxyle par transfert d” hydrogene :

ROO® + FIOH = ROOH + FlO”

HO™ + FIOH = H-0 + FIO°

OH o

OH n O~

I o o

Fig.10. Réaction des flavonoides avec les EOR
(D’apres Densiov et Afanas’ev, 2005)
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Le radical aroxyle résultant (FI-O') peut réagir avec un autre radical libre pour former

une structure quinone stable.

| N O] ——f ]

Flay O quinone

Fig .11. Piégeage des ROS (R-) par les flavonoides.

En outre, le radical aroxyle peut interagir avec I’oxygeéne pour donner une quinone et
un anion superoxyde. Cette réaction qui peut prendre place en présence de taux élevés de
métaux de transition, est responsable de I’effet prooxydant indésirable des flavonoides

(McCord, 1995). La capacité des flavonoides d’agir comme antioxydants dépend donc, non

seulement du potentiel redox du couple Flav- O./Flav-OH, mais aussi de la réactivité du

radical aroxyle. (Rice-Evans, 2001).

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
flavonoides et leur pouvoir piégeur (scavenger) des radicaux libres (Jovanovic, 1994 ; Van
Acker, 1996 ; Rice-Evans, 1996 ; Cotelle, 1996 ; Cos, 1998 ; Pietta, 2000 ; Seyoum et al.,
2006). Ces travaux ont pu conclure que les composés les plus actifs sont ceux qui

combinent les critéres suivants :

» La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confeére la
stabilité¢ au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons (la
substitution de ces groupements hydroxyles sur le cycle B par des groupements
méthoxyles altére le potentiel redox et donc le pouvoir antiradicalaire des
flavonoides) (Chen et al., 2012).

» La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C
augmente la capacité antiradicalaire des flavonoides (Heim et al., 2002 ;
Balasundram et al., 2006 ; Seyoum et al., 2006).

» La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3
augmente également la capacité a pieger les radicaux des flavonoides (la

substitutiondu groupement 3-OH conduit a I’augmentation de I’angle de torsion et
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une perte de la coplanarit¢ conduisant ainsi a la réduction de 1activité

antioxydante) (Heim et al., 2002 ; Balsundram et al., 2006 ; Seyoum et al., 2006).

Fig .12. Critéres structuraux essentiels pour avoir une bonne activité antiradicalaire des
flavonoides (Amic et al, 2003).

b) Inhibition enzymatique :

Les flavonoides sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du
o
O2 et d’autres EOR, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygenase,

lipooxygenase, monooxygenase microsomal, et la glutathion S-Transferase. Les
flavonoides ayant une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase
mitochondriale et la NADH oxydase (Pietta, 2000 ; Densiov et Afanas’ev, 2005).

En régle générale, les flavonoides sont in vitro, des inhibiteurs enzymatiques de
I'histidine-décarboxylase par le quercétol ou la naringénine; 1’¢élastase; 1’hyaluronidase, par
les flavones et surtout par les proantho-cyanidols; la phosphodiésterase de I'AMPc;
I'aldoseréductase par le quercétiroside, ainsi que par des méthoxyflavones; la protéine-
kinase, notamment par le lutéolol; plusieurs flavonoides (cirsiliol, hypolaetine, etc.) sont de
puissants inhibiteurs de la 5-lipoxygénase. Quant a (lutéolol, apigénol, chrysine, etc.)

inhibent la cyclooxygénase (Bruneton, 1999).
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Quelques flavonoides sont des inhibiteurs efficaces de la biosynthése des
prostaglandines. Cet effet est d0 a l'inhibition de certains enzymes (lipoxygénase,
phospholipase, cyclo-oxygénase) impliquées dans leur biosynthese.

L’activit¢  anti-tumorale de plusieurs flavonoides (pinostrobine, quercétine,
morinemyricétine,) est attribuée a leurs efficacité d’inhiber la topoisomérase I et IT (Hodek
et al., 2002).

Beaucoup d’efforts ont été fait pour la recherche des inhibiteurs efficaces de la
tyrosinase, I’enzyme clef dans la biosyntheése de la mélanine. Les flavonoides présentent le
groupe le plus étudié des polyphénols. Les résultats des travaux de (Gao, et ses
collaborateurs 2007) ont montré que les 5, 6,7-trihydroxy-flavones sont utiles en tant
qu’agents de dépigmentation.

Plus rarement, les flavonoides peuvent stimuler une activité enzymatique : c'est le cas de la

proline-hydroxylase (Bruneton, 1999).

c) chélation des ions métalliques :

Les ions métalliqgues sont nécessaires pour le fonctionnement des processus
biochimiques et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur
mécanisme d'action n'est pas bien contrdlé ces mémes ions peuvent étre a I'origine d'une
peroxydation lipidique, un stress oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre d'exemple
Cu+2 est un stimulateur de la peroxydation des LDL (Tiqwari, 2001).

Gréce a leur structure chimique spécifique, les flavonoides peuvent facilement chélater les
ions métalliques en créant des composés complexes inactifs (MaleSev et Kunti¢, 2007) La

chélation des ions métalliques nécessite trois sites principaux :

-Site situé entre le groupe 3' OH et le groupe 4' OH du cycle B.
- Site situé entre le groupe 30H et 4 C=0 de I’hétérocycle C.
- Site situé entre le groupe 50H du cycle A et le groupe 4C=0 de I’hétérocycle C.
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Me+n

O\\\\\“‘

Fig.13. Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (Me+») (Tiqwari,
2001)

d) Propriétés pro-oxydantes :

Nous avons décrit précédemment les propriétés anti-oxydantes des flavonoides mais
il ne faut pas négliger leurs propriétés pro-oxydantes. Parfois les flavonoides jouent un réle
de pro-oxydants. En effet, plusieurs d'entre eux ont été décrits comme responsables
d'autooxydation et de la génération de radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde
d'hydrogéne. En définitive, certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de
I'atteinte oxydative de I'ADN, des protéines et des glucides in vitro. Alors, le potentiel pro-
oxydant de ces composés ne doit pas étre négligé dans le mécanisme d'action des
flavonoides (Milane, 2004).
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1- Historique :

Le chardon-marie (Silybum marianum) ou « Milk-Thistle » en anglais est une plante
annuelle & bisannuelle appartenant a la famille des Astéracées. Son nom latin Silybum signifie
chardon, marianumvient se référe a la légende qui veut que les nervures blanches, caractéristiques
des feuilles de cette espece, proviennent du lait de la Vierge Marie dont des gouttes seraient tombées
sur ce chardon alors qu'elle allaitait I'enfant Jésus pendant la fuite en Egypte (Wynn et Fougere, 2006).
Le chardon-Marie était utilisé, des I'Antiquité puis au Moyen-Age, pour traiter les problémes
hépatiques, notamment les troubles biliaires ou touchant le foie. Plus tard, au XIXe siécle, on I'exploita
pour traiter certains troubles menstruels, comme les régles abondantes, mais aussi les varices et les
congestions de la vésicule biliaire et des reins. Aujourd'hui, il permet de lutter contre l'insuffisance

hépatique.
2- Systématique :

Selon Deysson, (1979) ; Anonyme, 1984 ; Guignard, 1998 ; Spichiger et al., 2000, la

systématique du chardon-Marie est comme suit :

e Embranchement : Phanérogames.

e Sous—embranchement : Angiospermes.

e Classe : Magniolipsida.

e Ordre : Asternales.

e Famille : Asteraceae.

e Sous- famille : Tubuliflores.

e Genre : Silybum.

e Espece : Silybum marianum (L) Gaerthn

3-Origine :

Le Chardon marie est endémique a la région méditerranéenne (Hauf, 1982 ;
Guittonneau et Huon, 1983 ; Volak et Stodola, 1984). il s’étend de la mer a 700-1100 m
d'altitude sur les terrains incultes secs et rocailleux de toute I'Europe occidentale et
méridionale, ainsi qu'en Afrique du Nord. Le chardon marie est cultivé dans les jardins
ornementaux (Roche ,1991). cette plante est cosmopolite, préfére les sols secs et les endroits
chauds et ensoleillés. On la trouve dans les champs, les terrains incultes, les décombres et les
bords des routes (Quezel et Santa ,1963 ; Guittonneau et Huon ,1983 ; Beniston ,1984).
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En Algérie le chardon marie est particulierement répandue dans les hauts plateaux, la

steppe, le sud de I’Atlas saharien, les paturages sablonneux et les lieux un peu humides

(Quizel et Santa ,1963).

Le chardon marie est aujourd'hui répandu en Ameérique du Nord, si bien qu'on le trouve
tant au Canada qu'au Mexique, la Nouvelle-Zélande, I'Australie, I'Afrique du Sud, le Chili et
I’ Argentine (Sindel, 1991 ; Gabay et al (1994).

4-Description de la plante :

Le chardon marie est facilement reconnaissable par ses grandes feuilles vertes, brillantes
marbrées de blanc (Vogel encyclopédie, 2007) aux lobes découpés, aux bords dentés pourvus
d’épines jaunes, a bord moins découpé, mais trés épineux. Elles présentent toutes de
nombreuses nervures blanches, donnant 1I’impression que la feuille est maculée de lait

(Caremes, 1990).

Les tiges généralement ramifiées, atteignant environ 20 a 150 cm de haut, a leur
extrémité portent des touffes bien fournies de fleurs tubulaires, ses capitules ont des bractées
épineuses fortement recourbées en arrieres (Luper, 1998 ; Pepping, 1999 ; Vogel

encyclopédie, 2007).

Les Fleurs sont toutes tubuleuses réunies en capitules terminaux, solitaires, dépassant
souvent 6cm de diamétre, dont la plupart sont pourvues d’une forte épine atteignant jusqu’a
Scm et se réfléchissant vers 1’arriére (Guittonneau et Huon ,1983 ; Caremes, 1990). La corolle
est dentée de couleur pourprée, 5 étamines formant un tube autour du style (Guignard, 1998).
La plante a un potentiel de production de 33 capitules en moyenne, chaque téte de fleur
produit environ 190 graines, avec une moyenne de 6350 graines par plante dont 94 % sont
viables (Sindel, 1991).
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Photo.01. la fleure de chardon marie.

Les fruits sont des Akénes luisantes, ovoides et obliques, de 6-7mm, de couleur beige
ou brune ; ils sont entourés d’une coquille (Guittonneaire et Huon, 1983) et portent des
aigrettes legerement pendantes avec des poils soyeux et blancs (Vogel encyclopedie, 2007 ;
Sindel, 1991). L’aigrette est denticulée en anneaux dur a leur base, chacun d’eux est inséré sur
une sorte de disque d’apparence cornée et portant au centre une sorte de cylindre, court de 3 a

5 mamelons ( Bezanger, 2003) (Photo 02).

Photo.02. Les fruits chardon marie
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5- Constituants chimiques des graines :

Les graines du chardon contiennent plusieurs composées chimiques ; des huiles
essentielles, des protéines (albumine) qui représentent 25 a 30 %, des matieres grasses avec
prédominance d’acide linoléique et d’acide ol¢ique en plus de 1’acide palmitique (Widmer,
2001) ainsi que des flavonolignanes dont la fraction principale porte le nom de silymarine.
Celle-ci représente 1 a 4 % ; c¢’est un mélange de trois flavonolignanes issus de la taxifoline
(une flavonone) et de ’acide coniferilique (Saller,1995), la Silybine, la Silychristine et la
Silydianine. on trouve aussi I’isosilibinine ainsi que la silimonine, 1’isosilychristine et d’autres
composés : silandrine, silhermine, néosilihnermines A et B, 2,3-dehydrosilibinine et tri-
pentaméres de silibinine (silybinomeéres). Certaines de ces flavanolignanes minoritaires ne
sont présentes que chez les variétés a fleurs blanches (Bruneton, 1999 ; Kvasnicka et al., 2003
; Kren et al., 2005 ; Abenavoli, et al., 2010).

Il existe également d’autres flavonoides en faibles quantités tels que la quercetine, la
taxifoline, le kaepmoferol, I’apigenine, la naringine, ériodyctiol, chrysoériol etc. Le fruit
renferme également d’autres constituants tels les tocophérols, les stérols (cholestérol,

campésterol, Stigmastérol, sitostérol) et le mucilage (Bruneton,1999).
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Fig.14 : Les flavanolignanes majeures de la silymarine.

6- Pharmacologie et utilisation de Silybum marianum :

Au cceur de l'antiquité, le Chardon-Marie et ses composants actifs étaient déja connus
par les Grecs qui s'en servaient pour soigner les problémes biliaires et les troubles du foie. Les
graines qui le compose sont riches en flavonoides spécifiquement actifs sur le foie, la
silymarine. Ce composant naturel unique et actif exerce trois actions sur le foie:

e Détoxifie et draine pour éliminer les toxines, déchets métaboliques (substances
chimiques, lipides saturés, alcool, cholestérol...).
e Stimule et facilite la sécrétion biliaire, essentielle a la métabolisation des graisses.

e Régeéneére et entretient la santé hépatique, les cellules du foie sont renouvelées.

La Chardon Marie est retrouvé dans divers traitements pharmacologiques élaborés pour

traiter les troubles hépatiques: calculs biliaires, hépatites, cirrhose et empoisonnement du foie
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par diverses toxines (solvants, produits d'entretien, détergents...) (Pizzorno et al, 1999 ;
Ernest, 2001) ou substances vénéneuses (alcool, venin, pigdres d'abeilles...) (Bradley, 2006 ;
Blumenthal, 2003 ; Bradley, 2006 ; UK, 2006 ; Morazzoni et Bombardelli, 1995) , la
protection du foie contre les effets des toxines naturelles des champignons (Pietrangelo
et al., 1995 ;Foster, 1995 ; Ody, 2000), des morsures de serpents, de piqires d’insectes, etc.
(Andersonet al., 2001 ; Anonyme, 2001) .

Le Chardon marie est également appliqué en cas d’hépatites et hépatopathies latentes et
de cirrhoses. Les meilleurs effets sont observés lors d’administrations prophylactiques ou il
protéege la cellule hépatique lors des chimiothérapies anticancéreuses. Il agit également
contre la dépression nerveuse et permet la stimulation de la lactation (Compos, 1989 ;
Schandalik et al., 1994 ; Venkataraman et al., 2000).

Les mécanismes d’action du chardon-Marie ne sont pas encore élucidés. On lui
reconnait un effet antioxydant, anti-inflammatoire et anti-prolifératif, anticancéreux, 1’action

hépatoprotectrice, quoique cliniquement démontrée, n’est pas encore expliquée (Jiang et

coll.,2000 ; Gupta et colle.,2000 ;Bhatia et Agarwal.,2001).
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1-Préparation et étude du matériel végétal :

1-1 Rendement massique des extractions

L’opération de I’extraction a partir de 100 g de poudre de graines du chardon marie a
I’aide du méthanol dix fois a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brut d’une couleur

marron jaunatre tel que y est mentionnée dans le Tableau.3.

Photo.04 : I’extrait méthanolique de chardon marie.

Dans notre étude on obtient un rendement d’extraction de 1’ordre (la moyenne) 3,13 %
du poids total des graines, ce dernier est supérieur a 2,56% rapporté par Kechkar (2008) ayant
utilisé la méme technique d’extraction.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relative et semble étre lié aux propriétés génétiques des graines ainsi qu’a
I’origine géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi aux

méthodes d’extraction appliquées
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Tab.03 : Rendements des extractions exprimés en g de matiere seche et en
% par rapport au poids des graines

N° La masse de poudre Le rendement (%)
d’extraction (9) (par rapport au poids du graines)
1 2,62 2,58%
2 3,43 3,72%
3 3,50 3,08%
4 2,96 2,74%
5 2,66 2,66%
6 4,05 4,05%
7 2,19 2,19%
8 2,98 3,98%
9 2,37 3,37%
10 2,68 2,68%
11 2,43 3,43%

1-2- Etude phytochimique de I’extrait méthanolique des graines de chardon marie :
1-2-1-Tests phytochimiques

Tab .04 : Résultats des réactions de caractérisation

| Composés || Alcaloides || Flavonoides || Tanins || Saponosides

| Résultats H +++ H +++ H ++ H +4+

1-2-2- Dosage des polyphénols totaux

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=ax) réalisé¢ par une solution étalon (I’acide gallique) a différents
concentration.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalents d’acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/mg d’extrait).
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Teneur en polyphénols (mg EAG /mg)

Pextrait méthanolique 0.480

Ce résultat est en accord avec la resultat de Zarban et Ziaee(2008) qui ont trouvé une teneur en

polyphenol totaux de 0,484+0,017 dans la silymarine.

14 -
12 4 y=4,203x + 0,017
’ R?=0,999
1 .
]
€08 -
2
2 06 - A
]
= 0.4 - —— Linéaire (A)
0.2 -
O T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Concentration (mg/ml)

Fig .16. Droite d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

1-2-3- L’évaluation de P’activité anti-oxydante (DPPH)

L’activité antiradicalaire des flavonoides est évaluée par la diminution du taux de
DPPH® dosé apres 1’addition des flavonoides a différentes concentrations suivie a 517 nm . Le
pouvoir antiradicalaire de I’EMS de (0,0815 mg/ml); pouvoir inferieur a celui trouvé par Jaso
et al.,, (2011)dans une étude sur I’activité antioxidante du silymarine et superieur & celui

qu’exerce 1’acide ascorbique (0,052mg/ml) et la quercétine (0,06 mg/ml).
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Fig.17. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction des différentes
concentrations utilisées pour I’extrait méthanolique.

1-2-4- Chromatographie sur couches minces (CCM) :

Pour la CCM le systeme choisi est : chloroforme/acétone/acide formique 75/16,5 /8,5, il

a donnée la meilleur migration des spots (séparation visible).

L’analyse du chromatogramme révele la présence de plusieurs taches avec une coloration
jaune. Les rapports frontaux sont calculés selon 1’équation suivante :

distance parcourue par l'echantillon

distance parcourue par le solvant
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Fig.18 : Chromatographie sur couches minces des extraits des graines de Silybum marianum et
des standards.

A : al’ceil nu, B : observation sous UV 254 nm, 1 : I’extrait méthanolique, 2 : ’extrait, 3 :
querceétine, 4 : Acide galique, 5 : légalon®
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Tab.05 : Rapports frontaux des spots issus de la séparation des extraits des graines de Silybum

marianum ainsi que ceux des témoins utilisés.

Extrait /témoin

Rapport frontal

méthanolique

0,21
0,28
0,35
0,43
0,55
0,64

querceétine

0,46

Acide galique

0,22

légalon®

0,21
0,37
0,52
0,63

Suite a ’observation sous la lampe UV (254 nm), la comparaison des Rfs des spots

issus de la séparation des extraits avec ceux des témoins utilisés permet d’avoir une idée sur

les composés présents dans les graines de chardon marie. La quercétine et I’acide gallique (Rf
: 0,46 et 0,22 respectivement) aussi La silychristine (Rf = 0.35) (Sameh Abouzid, 2012) sont
probablement présents dans I’extrait méthanolique et légalon®. Le silybine / isosilybine (Rf :
0,6) (Sameh Abouzid, 2012), la taxifolin (Rf = 0.4) (Sameh Abouzid, 2012). Le Silybinin (Rf
= 0.26) (Suha H; Enas J, 2007)est probablement présent dans I’extrait méthanolique et

légalon®.
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2-Partie animale :

2-1- Etude pondérale :

e Variation de gain du poids corporel :

Tab.06. Variation de gain du poids corporel chez le lot témoin (T) et traités au nickel et a la

combinaison Ni/Silymarine.

Paramétre Les lots expérimentaux

témoin Ni Ni+Sil 400 || Ni+Sil 600
poids corporel initial (g) 248,16 199,29 201,33 215,04
gain du poids corporel 27+2,21 0.33£1,41 8,17£2,32 4,23+3,34

gain du poids corporel
30 -

20 -

10

1 _ N .

témoin Ni Ni+Sil 400  Ni+Sil 600

M gain du poids corporel

Figure.19.Variation de pods chez le lot ttmoin(T) et les lots traité au Ni, et a la

combinaison Ni/Sil.
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Figure.20. Evaluation en fonction du temps (jours), gain du poids corporel (g) chez le lot

témoin et les lots traités au nickel, et a la combinaison Ni/Sil.

Nos résultats montres des changements dans le gain des poids corporel des animaux
soumis a différents traitement (Tab.6, Fig.20). On note une diminution non significatif, et du
gain du poids corporel chez les rats traités au nickel, et a la combinaison Ni+Sil par rapport
aux témoins. De plus, le gain du poids corporel augmente chez le lot traité a la combinaison

par rapport au lot traité au nickel.
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2-2- Etude biochimique.

Tab.07. Variation de la concentration sérique du glucose, des triglycérides, du cholestérol

Résultats et interprétation

chez le lot témoin(T) et les lots traité au Ni, et a la combinaison Ni/Sil.

parameétre Les lots expérimentaux
témoin Ni Ni+Sil 400 Ni+Sil 600
Glucose 127+0.042 | 083+0072a || 1,03+0,042a | 0,99 +002 3a
triglycérides || 1 57 4029 187+033a |l 1.18+0.06b3a | 1.03+0.24 2a
cholesterol | ) 51 40,06 067+0.12a | 0.48+0.04 2a || 0.47 +0.08 2a

a : différences significative par rapport au témoin(p<0,05).

2a : différences hautement significative par rapport au témoin (p<0,01).

3a : différences tres hautement significative par rapport au témoin (p<0,001).

b : différences significative par rapport au groupe traité au Ni (p<0,05).

14

1.2

0.8

0.6

mg/dl

0.4

0.2

Concentration du glucose

-

- T T
2a

| T
. MGlu

T Ni Ni+400 Ni+600

Lots
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Fig.21. Variation de la concentration sérique du glucose des triglycérides, du
cholestérol chez le lot témoin(T) et les lots traité au Ni, et a la combinaison Ni/Sil.

Les résultats obtenus montrent qu’il existe une diminution hautement significative et
trés hautement significative de la concentration sérique du glucose chez le lot traité aux
nickel, le lot Ni/Sil400 et le lot Ni/Sil600 par rapport au lot témoin, ce taux augmenté maie
d’une facon statistiquement non significative chez le groupe traité a la combinaison Ni/sil en
comparaison au lot de nickel.

Cependant, nous enregistrons une augmentation statistiguement significative des
triglycérides chez le groupe traité au nickel, hautement significative chez le groupe Ni/Sil600

et trés hautement significative chez le groupe Ni/Sil400; par rapport au témoin, ce taux
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diminué¢ d’une fagon significative et non significative chez les rats des groupes Ni/Sil400 et

Ni/Sil600 par rapport au groupe Ni.

Autre part, la concentration sérique du cholestérol présente une augmentation

significative entre le lot témoin et le lot traité aux nickel, ce taux diminué¢ maie d’une fagon

statistiquement hautement significative et non significative chez les groupes traité a la

combinaison Ni/sil en comparaison au témoin et lot de nickel.

Tab.08. Variation de la concentration sérique de 1’urée, de la créatinine chez le lot t¢émoin(T)

et les lots traité au Ni, et a la combinaison Ni/Sil.

parametre Les lots expérimentaux
témoin Ni Ni+Sil 400 Ni+Sil 600
urée 0.5 +0.03 0.69 +0.12 2a 0,54 +0,05 b2a || 0,52 +0,24ba
créatinine 5,66 +0,4 8,58 +0,2 6,15+ 0,17a 5,93 +0,112a
a . différences significative par rapport au témoin (p<0,05).
2a : différences hautement significative par rapport au témoin (p<0,01).
b : différences significative par rapport au groupe traité au Ni (p<0,05).
Concentration de 1'urée
0.9
0.8 23
0.7
0.6 bZTa ba
a
s 0.5 L
o 0.4 i Urée
D 0.
0.3
0.2
0.1
0 T T 1
T Ni Ni+400 Ni+600
Lots
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Fig.22. Variation de la concentration sérique de 1’urée, de la créatinine chez le lot t¢émoin(T)

et les lots traité au Ni, et a la combinaison Ni/Sil

L’analyse du taux de I'urée révele D’existence d’une augmentation statistiquement
hautement significative chez le lot traité au nickel et le lot Ni/sil400, et significative chez le
lot Ni/Sil600 par rapport au témoin, on note une diminution significative chez les rats de la

combinaison Ni/Sil par rapport au lot Ni.

L’¢évaluation de la créatinine fait apparaitre une augmentation non significative chez le
groupe traité au nickel, significative chez le groupe Ni/Sil400, et hautement significative chez
le groupe Ni/Sil600 par rapport au témoin, on note une diminution non significative chez les
groupes Ni/Sil(400,600) par rapport au lot traité au nickel.

Tab.09. L’activité enzymatique de GOT, GPT et de phosphatase alcaline(ALP) chez le lot

témoin(T) et les lots traité au Ni, et a la combinaison Ni/Sil

parametre Les lots expérimentaux

témoin Ni Ni+Sil 400 Ni+Sil 600
AST/TGO 1243 +115 || 223,44 +12,3 || 175,5+14,2a 198 +15,1b
ALT/TGP 43,2 +2,16 67,25 +3,73 52 3 +4.45 517451 b
ALP 126 £17,3 291,3 £2,62 144.6 +21 22 223 +27,51a

a : différences significative par rapport au témoin (p<0,05).

a2 : différences hautement significative par rapport au témoin (p<0,001).

b1 : différences significative par rapport au groupe traité au Ni (p<0,05).
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Activité enzymatique de I'ALP
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Fig.23. L’activité¢ enzymatique de GOT, GPT et de phosphatase alcaline(ALP) chez le lot

témoin(T) et les lots traité au Ni, et a la combinaison Ni/Sil

Les résultats illustrés dans le tableau 09, montrent que les valeurs moyennes des

marqueurs de la fonction hépatique inflammatoire tels que TGO et TGP augmentent d’une

facon statistique non significative chez le groupe traité au nickel, et non significative et

significative chez les groupes Ni/Sil par rapport au témoin, ces valeurs diminué d’une fagon

non significative et significative chez les rats des lots Ni/Sil par rapport au groupe traité au

nickel.

L’activité enzymatique de I’ALP a montré une élévation non significative chez les rats

traités au nickel par rapport au témoin. On revanche, I’administration de silymarine au groupe

traité au nickel, pourrait réduire d’une fagon hautement significative et significative les

niveaux de cette activité enzymatique par rapport le lot traité au nickel seul.
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2-3- Etude hématologique :

Résultats et interprétation

Tab.10. Variation du nombre des globules rouges (nGR), globule blancs (nGB), du taux

moyen d’hémoglobine(Hb), du pourcentage d’hématocrite (Ht) chez le lot témoin(T) et les

lots traité au Ni, et a la combinaison Ni/Sil

paramét Les lots expérimentaux

témoin Ni Ni+Sil 400 Ni+Sil 600
Ngr 9,76 0,7 6,41 +1,2 7,35 £0,8 b2a 8,95 +1,022a
nGB 11,1 +0,27 8,9 +1,29a 9,21 +1,53 2a 9,8 £1,9b2a
Hb 18,4 +0,2 10,41 +2,05 14,8 £1,59 12,8 +2,1
Ht 49,1 +0,2 34,4 £3,15 39,1 £3,11b 43,2 +3,02a

a : différences significative par rapport au témoin (p<0,05).

b : différences significative par rapport au groupe traité au Ni (p<0,05).

2a : différences hautement significative par rapport au témoin (p<0,001).

b2a: différences hautement significative par rapport au groupe traité au Ni

(p<0,05) et différences par rapport au témoin.108/mm?

10%/mm3

12

10

Nombre des globules rouges(GR)

M GR

Lots

2a
. T
b2a T
i T T
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Fig.24. Variation du nombre des globules rouges (nGR), globule blancs (nGB), du taux
moyen d’hémoglobine(Hb), du pourcentage d’hématocrite (Ht) chez le lot témoin(T) et les

lots traité au Ni, et a la combinaison Ni/Sil

En ce qui concerne les paramétres hématologique, nous constatons une diminution non
significative, significative et hautement significative des globules rouge et des globules blanc
chez le groupe traité au nickel et les lots Ni/Sil par rapport au témoin, elles sont augmenté
d’une fagon non significative et significative chez les rats des groupes Ni/Sil par rapport au

groupe traité au nickel.

L’analyse du taux des Hb et Ht révele I’existence d’une diminution chez les rats traités.
Cette diminution est statistiquement non significative chez les groupes traités pour Hb par
rapport au témoin, et elle est significative pour Ht chez les rats des groupes de silymarine par
rapport au group témoin. on note une augmentation non significative de Hb, et significative de

Ht chez les lots Ni/Sil en comparaison au lot de nickel.
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» Les parametres biochimique :

Dans nos conditions expérimentales, nous remarquons un déficit pondéral chez les rats
traités au nickel par rapport aux témoins. Ceci est en accords avec les constations de Dostal et
al., (1985) ; Paternain et al.,(1988). et Cempel et Janicka., 2002. Cet effet peut étre expliquer
par I’action de ces métaux lourds sur les fonctions vitales de 1’organisme, en influengant ainsi
sur le transport des éléments nutritifs par le sang et par conséquence, ils peuvent induire une

mauvaise assimilation des aliments par le corps.

En revanche, cette baisse du gain de poids corporel est moins importante chez les lots
traités au t & la combinaison Ni/Silymarine pour les deux doses de chaque extrait par rapport
au lot de témoin. Une action protectrice semblable du silymarin a améliorer le poids corporel

des animaux traités dans une autre étude d’ Aleksandar et al (2011).

Nos résultats révelent une diminution de taux du glucose sérique chez les rats traités au
nickel et ceux traités a la combinaison Ni/Sily en comparaison avec les rats témoins. Ceci est
dd a la diminution de la gluconéogenése (synthése du glucose a partir des composés non
glucidiques), par inhibition de I’enzyme impliqué dans ce processus qui est le

Phosphoenolpyruvate (PECK) (Saker et al., 1999).

Les résultats obtenus révelent une augmentation bien claire de la concentration sérique
du cholestérol et des triglycérides chez les rats traités au nickel par rapport au témoins. Cette
augmentation peut s’expliquer par la dégradation intense des composés lipidiques des tissus
adipeux pour assurer 1’énergie nécessaire aux fonctions vitales de 1’organisme. Ce qui est
accompagné par une forte activité enzymatique de lipase en présence de I’hormone de

glucagon. Ces résultats ont été confirmés dans les travaux de sckade et al.,1990.

Tandis que le silymarine a entrainer une diminution de la concentration sérique du
cholestérol et du triglycéride, L'inhibition de I'absorption du cholestérol causée par
silymarine pourrait étre un mécanisme contribuant a des changements positifs dans le profil
de cholesterol serique. ces resultats sont confirmés par ceux de (Sobolova et al., 2006 ;
Metwallyet al.,2009).

Nous avons constaté une augmentation significative de la concentration sérique de 1’urée
et de la créatinine chez les lots traités par rapport au lot témoin. Ceci s’explique la
dégradation de plusieurs composés protéiques du corps sous 1’action des hormones

glucocorticoides qui jouent un réle important dans ce processus ou les protéines peuvent
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étre dégradées en acides aminés puis en urée et créatinine. Plusieurs études ont mis en
évidence le pouvoir cancérogeéne du nickel chez I’animal pour I’expositions réalisées par voie
orale ou par inhalation (Kasprzak et al., 1985; Ayala-Fierro et al., 1999; Bucher et al., 1999;
Wozniak., 2002; Cavallo et al., 2003), du fait que sur le plan clinique, la néphropathie tubulo-
interstitielle chronique est diagnostiquée par I’augmentation de I’urée et/ou de la créatinine

sanguine ( Couréges et al., 1998)

Toutefois chez les rats traité au Ni associé au silymarine on note une diminution
significative par rapport au groupe traité au Ni, cette résultats est en accord avec les résultats
de Samah et Ibrahim, 2012. Dans le traitement de la Nephro-Hepatotoxicité aigue induite par

la Mercure.

Le foie est I'organe cible de la toxicité des métaux lourds et ses cellules définissent des
enzymes hépatiques dans le sang, qui sont couramment utilisés comme indice de I'indicateur
biochimique de lésions hépato-cellulaire (Dasgupta et al., 1996; Ahmed et al ., 1999). Dans la
présente enquéte, le nickel a provoqué une augmentation significative dans les activités de
GOT, GPT et ALP, probablement en raison des dommages membranaire sur les hépatocytes,
entrainant une augmentation de la libération et la fuite de ces enzymes du cytosol du foie dans
le sang qui donne une indication sur l'effet hépatotoxique de ce métal (Gama et Eatmad,
2011). Ces résultats sont cohérents avec les résultats précédents par certains groupes de
recherche qui ont trouvé une association entre la toxicité du nickel et du stress oxydatif accru
de rats (Novelli et al., 1998;. Al Hassan et al., 2010.). Par conséquent, les perturbations
biochimiques semblent étre en corrélation avec le foie altération histologique comme la
présence de débris cellulaires dans une veine centrale et une vacuolisation cytoplasmique.
(Nouvelli et al., 1998).

Il a été signalé que I’exposition subchronique par voie orale du nickel entraine de
multiples nécroses au niveau du foie associés a des changements de I'ultrastucture et des
altérations hepatiques (Tandon et al., 1984; Mickel et al., 1985; Vyskocil et al., 1993; Iscan et
al., 2002).

Plus loin, Leonard et al.,1986 ont accentué qu’il y avait une corrélation excellente entre la
sévérité de dégat histologique mesuré produite par une toxine et 1’élévation dans I’activité de

I’ALT du sérum chez les rats.
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La silymarine a diminué de maniére significative les niveaux d'/AST, ALT, et PAL dans
les groupes traité par la combinaison Ni/Sil par rapport au groupe traité du Ni. Cette résultats
est confirmée par I’étude de (Babaei et al., 2012) qu’ont trouvés que la silymarine empéche et
renverse la toxicité induite par le cadmium, probablement grace a sa propriété anti-oxydante,
une autre étude précédente confirme nos résultats dans laquelle silymarin protégé contre
I'népatotoxicité induite par des médicaments antituberculeux isoniazide, la rifampicine et le
pyrazinamide avec la réduction de la AST de sang, d'ALAT et d'’ALP enzymes indiquant la
fonction hépatique (Eminzade et al., 2008).

> Les parametres hematologique

L’Evaluation des effets toxiques des métaux est facilitée par les résultats des tests
hématologiques de base (Brucka-Jastrz et al. 2005). Altération des parametres hématologiques
induite par Nickel ont été signalés plus toét (ATSDR 2003). On a observé une diminution des
globules rouges, des globules blancs et de taux d’hémoglobine, des rats traités au nickel par
rapport aux témoins, nos résultats sont confirmés par le travail de Kusal et al 2006 qui ont
étudié I’effet protectrice de 1’acide L-ascorbique dans le systéeme se défense antioxidant dans
les érythrocytes des rats exposés au nickel. On a enregistré aussi une diminution de taux de
I’hématocrite chez les rats traité au Ni par rapport aux témoins, méme résultats trouvé dans

I’étude de Jerry et al, 2008 et aussi meme résultat dans 1’étude de Adjroud,et Mouffok, 2009.

Les composés du nickel, sont sus pour exposer a des activités de surface différentielles
qui resulter en capacité tout a fait différente d’induire ’hémolyse des érythrocytes humain
(IARC, 1984 ; Stohs et Bagchi, 1995). Les globules rouges (RBC) a été étudiée il a été montré
que les composés de nickel influent sur bicouche lipidique de la membrane des érythrocytes,
ainsi que les protéines de la membrane a des degreés divers en fonction du type de composés
utilisés (Tkeshelashvili et al, 1989; Vest et al, 2004). Selon d’autre études la toxicité du Ni a
une action négative sur I’érythropoiése puisqu’elle entraine une diminution de la production
d’hématie ce qui déclenche des anémies séveres. Signalons aussi une diminution importante
de taux de ’hémoglobine chez les rats traités au nickel par rapport aux témoins. Ceci peut

étre expliquée par le fait que ce métal Ni inhibe la synthése de I’hémoglobine (Leach.,1985).

Chez les rats traités par la combinaison Ni/Sil on remarque une augmentation des
paramétres hématologiques (Ht, GB, GR, et I’Hb) par rapport aux rats traités au nickel, cet
effet de silymarine est confirmé par les recherches de Zeynab et Shereen, 2012 contre la

toxicité de tétrachlorure de carbone.
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1- Etude phytochimique :
1-1- Matériel végétal :

Les graines de Silybum marianum, ont été cueillies durant le mois de Mai- Juin 2012
dans la région de Guelma. Puis, nous avons séparé manuellement les grains. Les graines sont

broyés a 1’aide d’un broyeur domestique et la poudre a été stockée sous forme de farines.

L’identification botanique de la plante est faite par Mme BOUHALIT Faculté des

Sciences, Département de Biologie Moléculaire et cellulaire, Khenchela).
1-2- Tests préliminaires de la composition chimique :

Les recherches ont porté sur la recherche des principaux groupes chimiques (alcaloides,
tanins, flavonoides, saponines,) par des réactions en tubes. En utilisant les procédures

standard telles que décrites par Trease et Evans (1989) et Harborne (1998).
a) Saponosides :

Dans une fiole renfermant 80 ml d’eau distillé bouillante on introduit 2g de poudre, on
maintient 1’ébullition modérée pendant 30 min, puis on filtre le mélange. Ares refroidissement
on agite le filtrat verticalement. L’apparition d’une mousse qui dure quelques instants indique

la présence des saponosides .
b) Tanins :

10g de poudre sont extraits par une solution hydro- alcoolique de C2HsOH, puis le
mélange est filtré et on ajoute au filtrat quelques gouttes d’une solution FeCla.

L’apparition d’une couleur verte confirme la présence des tanins.

c) Alcaloides :

5g de la poudre sont mélangés avec 15 ml de H>SOsa 2% dans un récipient et aprées une
demi heure de macération, le mélange est filtré sur un papier filtre. Au filtrat obtenu, on
additionne quelques gouttes de réactif de Mayer (5g de Kl + 1,358g de HgCl; solubilisés dans
100 ml d’eau distillé) L’apparition d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des

alcaloides .
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d) Flavonoides :
Macérer 10g de la poudre séche dans 150 ml d’HCI dilué a 1% pendant 24h, filtrer et
procéder au test suivant : prendre 10 ml du filtrat, le rendu basique par 1’ajout du NH4OH.

Un test positif est révélé par 1’apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure de tube

a essai.
1-3- Méthodes de separation et de purification :
> extraction des Flavonoides :

100 g de graines broyées en une poudre fine, on ajoute un volume du mélange Méthanol
/Eau (80:20) puis on laisse macérer pendant trois jours avec renouvellement du solvant
chaque 24 heures (350 ml x 3). Les solutions hydro-méthanoliques obtenues sont réunies dans

un méme récipient pour subir une filtration afin d'obtenir une solution limpide.

Apreés la filtration, le résidu est ensuite concentré par évaporation rotative dans un Rotavapeur

R 120 a une température comprise entre 40 a 45°C.

Photo.03: Photo du rotavapor utilisé pour sécher nos extraits aqueux.

» Laséparation par chromatographie sur couche mince (CCM) :

Le but de cette étape est d'avoir une idée générale sur le contenu en flavonoides de
I’échantillon a analyser et de choisir le systéme de solvants adéquat pour la séparation.
Les analyses sont effectuées en phase normale, avec des plaques de silice (Silicagel 60 F254,
de 0,25 mm d’épaisseur) déposées sur feuille d'aluminium, ce qui constitue la phase

stationnaire.
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Sur les plaques préparées, on a déposé 10 ul d’extrait (100 mg/ml) et standard (5 mg/ml) de
quercitine, d’acide gallique et de Legalon se fait linéairement de fagcon ponctuelle avec un
capillaire, les plaques sont ensuite introduites dans des cuves conventionnelles en verre
préalablement saturée par la phase mobile, qui peut étre généralement un meélange binaire ou
ternaire de solvants, selon le type de séparation recherchée. Quatre systémes de solvants sont
testés (REF) :

-1- butanol/acide acétique/eau 4/5/1.

-2- chloroforme/acétone/acide formique 75/16,5 /8,5.

-3- toluéne/butanol/méthanol/éther de pétrole 2/1/1/2

-4- acétate d’éthyle/méthanol/eau. 50/ 20 /10.

Nous avons retenu celui ayant donné les meilleures séparations (migrations) ; le

deuxiéme (chloroforme/acétone/acide formique 75/16,5 /8,5).

La visualisation des taches (spots) de flavonoides a été faite a 1’ceil nu ou sous lampe

UV a 254 nm et 366 nm, dans une chambre noire, puis elles ont été révélées avec FeCl3.
Pour chaque tache nous avons calculé le facteur de rétention ou rapport frontal (Rf).

_ Distan ce parcourue par la subs tan ce
Dis tan ce parcourcue par le solvant

Rf

1- 4- Analyse quantitative des composés phénoliques :

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques,
résulte du fait que les polyphénols ont des activités biologiques tres importantes. De méme

pour les flavonoides qui sont considérés comme la classe la plus importante des polyphénols.

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de
I’échantillon .Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de
Singleton et Rossi en utilisant le réactif de Folin-Siocalteu, tandis que les flavonoides ont été
quantifiés par le dosage direct par le trichlorure d’aluminium d’apres une méthode adaptée de

Lamaiosn et Carnat (Belguidoum, 2012).
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» Dosage des composes phénoliques totaux :

Le dosage des composes phénoliques totaux a été effectué par une méthode adaptée de
singleton et Ross (en 1965) avec le réactif de folin-Ciocalteu. En milieu alcalin, le réactif de
Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses

hétéropolyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu. (Daels-rakotoarison, 1999).

» Mode opératoire :

100 pl d’extrait (préparé dans 1’eau distillée avec les dilutions convenables) est ajouté a
2 ml de la solution de Na2CO3 & 20% , apres agitation, 500ul de la solution de Folin
Ciocalteu (dilué dix fois dans I’eau distillée) est ajouté a I’ensemble, puis maintenues a
1I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L.’absorbance de chaque solution a été

déterminée a 760 nm contre un blanc sans extrait.

Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits, a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire, établie avec des concentrations précises d’acide gallique (0.01-
0.3mg/ml) comme standard de référence, dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les
résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait mg E g AG/mgLes concentrations des polyphénols a été déterminé par la formule

suivante :

: concentration de polyphénols en mg/g.

: ’absorbance a A = 760 nm.

: tangente de 1’acide gallique. (nm*ml/mg).
: nombre de dilution.

: volume de récupération de I’extrait. (ml).

T < O R » O

: le poids d’initial de la plante (10 g).
1-5- Activité antiradicalaire des flavonoides :

Le DPPH (Diphenylpicrilhydrazyl) est, pratiqguement, le radical libre le plus stable. En
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solution dans le méthanol, le DPPH est caractérisé par une couleur violette dont I’intensité est
mesurée & 517 nm. En présence d’un donneur d’hydrogéne, le DPPH est réduit & la forme non
radicalaire de couleur jaune péale. Ce passage, de la premiere forme a la deuxieme,
est accompagné d’une diminution de l’absorbance qui peut exprimer le pourcentage de

réduction de DPPH.

% DPPH réduit = [(DO contréle — DO E) / DO contrdle] x 100

Ou:
DO contréle est 1’absorbance du DPPH a t0.
DO E est I’absorbance aprés avoir ajouté 1’extrait.

50ul des solutions d’extraits ou standard (quercétine) sont ajoutés a 1,95ml d’une
solution méthanolique de DPPH (0.004%), le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30
min, et la décoloration par rapport au contr6le négatif contenant uniqguement la solution
de DPPH est mesurée a 517nm (Mansouri et al. ,2005). Les concentrations des extraits

dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0-3,5mg/ml, pour les extraits .
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2-Etude biologique :
2-1-Matériel animal :

Notre étude expérimentale a porte sur un échantillon de 24 rats males de la souche wistar.
Pubéres (ages de 8 semaines) pesants entre 150 - 270 g a leur arrivée provenant de « I’institut
Pasteur » d’Alger.

» Conditions d’elevage :

Les rats sont regroupés par 6 dans des cages en polyéthylene, grillagées, munie par une
mangeoire et un biberon d’eau. Les cages sont nettoyées réguliérement et tapissées d’une

litiere, qui est changee une fois tous les deux jours.

Les rats sont acclimates pendant deux semaines avant de les mettre sur les differents
traitements. A une temperature de 20 £ 5C, une hygrométrie de 70% et une photoperiode
naturelle (12" /12M).

Les rats on libre acces a I’eau et a une nourriture bien équilibree (ONAB
annaba,algerie) elle contient tous les elements necessaires pour la croissance naturelle des rats

(glucides, ligides, proteines, vitamines et mineraux).

2-2 - Méthodologie :

2-2-1- Protocole experimental :

Les 24 rats males sont répartis en 4 groupes égaux de 6 rats chacun, les animaux
témoins et traités sont pesés chaque deux jours le matin, durant la periode du traitement

(21jours). et administré par gavage. les traitement ont été effectués comme suite :
* lot témoin qui regoit le serum physiologique (0.9% NaCl) durant la période du traitement.

* lot traite au nickel sous forme de sulfate de nickel hexa hydrate NiSO4 6H20 (sigma,
produits chimiques ,st louis ,MOQ) a raison de 20mg /kg IP (borders et apillian,1983) préparés

dans le serum physiologique .

* |ot traite a la méme dose de sulfate de nickel (20 mg /Kg) avec 1’administration PO du

I’extrait brut méthanolique du chardon marie (400 mg /kg) préparé dans I’huile de mais

* |ot traite a la méme dose de sulfate de nickel (20mg /Kg) avec 1’administration PO du

I’extrait brut méthanolique du chardon marie (600mg /kg).
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2-2-2- Préparation des prélevements :
Le sacrifice des animaux a été effectue dans la matinée.
a) Prélevement sanguin :

Les prélevements sanguins ont été faits apres décapitation rapide , le sang arterio-

veineux a été recueilli , sur des tubes :

e EDTA, pour le dosage des parametres hématologiques (nombres des globules blanc et
rouges , hématocrite, hémoglobine

e Sec, sans anticoagulant, qui subit une centrifugation de 3000 tours/minute, pendant 10
minutes, le sérum obtenu est séparé en trois fractions dans des tubes Ependorf, puis mis

au-20°C jusqu’au moment du dosage biochimique.
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Les lots expérimentaux

24 rats répartis en 4 lots

Adaptation 15 jours

G1:Témoin G2: Ni G3 : Ni + Sily 400 G4 : Ni + Sily 600

Durée de traitement 21 jours

Décapitation

Récupération du

sang
Tub Secs Tubes EDTA
Dosage Dosage
Biochimique Hématologiqu

Fig.15. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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2-2-3- Dosage des parametres biochimique :

a) Dosage de glucose : (Kaplan,1984) selon la fiche technique Spinreact .

» Principe:

Le glucose est mesuré apres une oxydation enzymatique en présence du glucose
oxydase. Le peroxyde d hydrogene formé réagit en présence de la peroxydase, avec un
phénol et la 4- amino- phénazone pour former un composé rouge violet de quinonéimine qui

sert d’indicateur coloré, selon les réactions suivantes :

Glucose oxydase

B-D- Glucose + 02 + H20 —— Acide gluconique + H202

, . , péroxidase ) L.
2H202+ phénol + 4- aminophénazone ————— Quinonéimine + 4 H20

= Echantillon : Serum.

= Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration
Réactif (R1) | TRIS pH 7,4 phénol 92 m mol/ L
0,3mmol/ L
Tampon Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L
Peroxydase(POD) 1000 U/L
4-aminophénazone (4- AP) 2,6 mmol/ L
Glucose cal | Etalon de glucose aqueux primaire 100 mg/dl
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= Mode opératoire :

Blanc | Etalon | Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10

-Mélanger et incuber pendant 10 min a 37°C.

-Lire I"absorbance optique a 500 nm de I"étalon et de I"échantillon contre le blanc dans les 30

minutes.33

= Calcul:

(A)échantillon

[Glucose] (mg/dl) = (A)étalon

r-----

La concentration de I’é¢talon=100 mg/ dl

Facteur de conversion :mg/ dl x 0,055 = m mol/I

b) Dosage de cholestérol : (Naito,1984) selon la fiche technique Spinreact .

» Principe:

Le cholestérol présent dans I"échantillon forme un complexe coloré selon les réactions

suivantes :

; Cholestérol estérase ; )
Cholestérol ester + H20 Cholestérol + Acides gras

Cholestéroloxydase

Cholestérol + 02 Cholésténone + H202

, ) ; péroxidase . L
2H202 + Phénol + 4- Aminophénazone ————Quinoneimine + 4 H20

= Echantillon : Sérum.
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= |es réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration
R1 PIPES pH 6,9 90 m mol/ L
Tampon Phénol 26 m mol /L
R2 Cholestérol estérase (CHE) | 300 U/L
Enzymes Cholestérol oxydase 300 U/L

(CHOD) Peroxydase (POD) | 1250 U/L

4- Aminophénazone (4- AP) | 0,4 mmol/ L
Etalon Cholestérol 200 mg/ dI

= Préparation du réactif de travail (RT) :

- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole de réactif R1.

Mélanger bien la solution jusqu elle devient homogene. Ce réactif est stable pendant 6

semaines a 2-8°C ou une semaine a la température ambiante.

= Mode opératoire :

Blanc | Etalon | Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10

-Mélanger et incuber les tubes pendant 10 min a la température ambiante.

-Lire I"absorbance (A) de I'échantillon et de I"étalon a 505 nm contre le blanc, la couleur est

stable pendant une heure.

1
= Calcul : :
1
1

[Cholestérol] (mg/dl) =

__ (A)échantillon
(A)étalon
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La concentration de 1’étalon=200 mg/ dl

Facteur de conversion :mg/ dl x 0,025 = m mol/Il

c) Dosage des triglycérides : (Buccolo, 1973 ; Fossati P, 1982 ) selon la fiche
technique Spinreact.

= Principe:

Les triglycérides sont déterminés apres une hydrolyse enzymatique par les lipases.

L indicateur est une quinone formee d apres les quatre réactions suivantes:

Lipoprotéine lipase

Triglycérides + H20 Glycérol+ Acide gras libres

Glycérol kinase

Glycerol + ATP  —  Glyceérol -3- phosphate + ADP

; G—-3—p—oxidase ;
Glycérol -3 —p + 0, —— Dihydroxyacétone — P + H,0,

. . . ; péroxidase . L.
2 H,0, + 4 — Aminoantipyrine + 4-Chlorophénol —— Quinoneimine + 4 H,0

= Echantillon : Sérum.

= Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration
R1 GOOD pH 7,5 50 m mol/L
Tampon P- chlorophénol 2mmol/ L
R2 Lipoprotéine Lipase (LPL) | 150000 U/L
Enzymes Glycérol kinase (GK) 500 U/L
Glycérol-3- P- Oxydase 2500 U/L
(GPO)
Peroxydase 440U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 0,1 m mol/ L
ATP 0,1 m mol/ L
Etalon Triglycérides 200 m mol/L
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» Préparation du réactif de travail (RT) :

- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole de réactif R1.
- Mélanger bien la solution jusquelle devient homogene. Ce réactif est stable pendant 6

semaines & 2-8°C ou une semaine a la température ambiante.

= Mode opératoire :

Blanc | Etalon | Echantillon
Réactif (ml) | 1,0 1,0 1,0

Etalon (ul) |- 10 -
Echantillon | - - 10
(ul)

- mélanger et incuber les tubes pendant 10 min a 15-25°C.

- Lire I'absorbance (A) de I"échantillon et de I'talon contre le blanc a 505 nm dans les 30

minutes.

(A)échantillon :
(A)étalon :
1

[Triglycérides] (mg/dl) =
La concentration de 1’étalon=200 mg/ dl

Facteur de conversion :mg/ dl x 0,011 = m mol/I

d) Dosage de I’urée : (Kaplan et al., 1984) selon la fiche technique Spinreact
* Principe:

La technique utilisée pour la détermination du taux de I’urée est la méthode enzymatique

utilisant [’uréase selon la réaction suivante :

Uréa

Urée +H20 ——5  (NH4)2+CO2

Page 56



Chapitre IV

Matériels et méthodes

A Nitroprusside |
NH 4* +Salycilate + NaCIO ———— indophenol

Les ions ammonium peuvent réagir avec le salycilate et di hypochlorite de sodium pour

donner un complexe coloré en vert.

= Echantillon : Sérum.

= Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration
R1 Phosphate 50 m mol/ L
Tampon EDTA 2mmol/ L
Salicylate de sodium 60 m mol/ L
R2 Hypochlorite de sodium 140 m mol/ L
NaCIO Hydroxyde de sodium 150 m mol/ L
R3 Enzyme uréase 3000 U/L
R4 Etalon de I'urée aqueux 50 mg/di
Etalon primaire

= Préparation du réactif de travail (RT) :

- Dissoudre un comprimé de R3 enzyme dans la fiole de R1

- Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compléte.
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= Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) | 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) |- 10 -
Echantillon | - - 10
(ul)
Mélanger, et incuber pendant 5min ou 10 min a la tempeérature de 25°C
R2 1,0 1,0 1,0
NaClO(ml)

Mesurer 1’absorbance (A) de I’échantillon a 580 nm et de 1’étalon contre le blanc, la couleur

est stable aprés 30 min a 15-20°C.

= Calcul:

[Urée] (mg/dl)

__ (A)échantillon
- (A)étalon

e) Dosage de la créatinine : (Murray et al., 1984) selon la fiche technique Spinreact

= Principe:

La créatinine presente dans le serum forme en milieu alcalin un complexe coloré avec

I’acide picrique. La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle a la

concentration de créatinine.

= Echantillon : Sérum
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= Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration

R1 Acide picrique 17,5 mol/ L

R2 Hydroxyde de sodium 0,29 mol/ L

Etalon Etalon de la créatinine aqueux | 2 mg/ dl
primair

Préparation et stabilité :

Les réactifs sont préts a I’emploi, stable a température ambiante.

Réactif du travail : mélanger a part égales R1 et R2.

= Mode opératoire :

Blanc | Etalon | Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 100 -
Echantillon (ul) | - - 100

Mélanger et lire la densité optique DO1 aprés 30 sec, a 492 nm
Lire ensuite DO2 exactement 1minute aprés.

= Calcul:
Calculer ADO=D0O2-DO1pour pour le standard et les échantillon

ADO échantillon

[Créatinine] (mg/dl) = ADO étalon

La concentration de 1’étalon=2 mg/ dl

Facteur de conversion :mg/ dl x 88,4 = m mol/I
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f) Dosage de la phosphatase alcaline (PAL) : (Wenger et Kaplan,1984) selon la fiche
technique Spinreact :
= Principe :
L "activité enzymatique de la PAL et déterminée selon la réaction suivante:
ALP
P- Nitrophénylphosphate + H20 — P-Nitrophénol+ phosphate pH

= Echantillon : Sérum.

= Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration
R1 -Diethanolamine (DEA) pH 10,4 1 mmol /L
Tampon -Chlorite du magnésium 0,5 mmol/ L
R2 P-Nitrophénylphosphate (pNPP) 10 m mol!L
Substrat

= Préparation du réactif de travail (RT) :
- Dissoudre un comprimé du R2 dans une fiole du R1
- Mélanger doucement jusqu'a la dissolution compléte. Ce réactif est stable pendant 21 jours a
2-8°C ou 5 jours a la température ambiante.

= Mode opératoire :

Réactif de travail (ml) | 1,2
Echantillon (ul) 50

- Mélanger et incuber les tubes pendant 1 min.
- Lire I'absorbance initiale (A) des échantillons a 405 nm avec trois répétitions (chaque 1
minute d incubation).

= Calcul :

AA/ min : la valeur moyenne des trois lectures par minute.
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g) Dosage de TGO : (Bergmyer, 1980) selon la fiche technique spinréact
= Principe :

L aspartate aminotransférase (AST) appelée aussi L'oxaloacétate de glutamate (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au a-cétoglutarate
formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate par la malate
déshydrogénase (MDH) et le NADH,H+ :

AST

Aspartate + a-cétoglutarate — glutamate + oxaloacétate
MDH

Oxaloacétate + NADH+H"* — malate + NAD*

= Echantillon : Plasma.

= Réactif utilisés :

Réactifs | Composition Concentration

R1 -TrispH 7.8 80 mmol/L 200 mmol/L
Tampon | -L- Aspartate 0.18 mmol/L 800 U/L
R2 -NADH 600 U/L

Substrat | -Lactate déhydrogenase (LDH) -Malate | 12 mmol/L
déhydrogenase (MDH) -&-cétoglutarate

= Préparation du réactif :
Dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce réactif est stable 21 jours a 2-8°C ou
72 heures a 15-25°C.

= Mode opératoire :

Reactif de travail (ml) | 1.0
Echantillon (ul) 100

Mélanger, incuber pendant une minute. Lire a 340 I"absorbance (A) initiale et démarrer le

chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

= Calcul :

La concentration de TGO est calculée par la formule suivante :
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AA/ min : la valeur moyenne des trois lectures par minute.

h) Dosage de TGP : (Bergmyer, 1980) selon la fiche technique spinréact :
= Principe:

Le principe est présente selon la réaction suivante :
i . ALT
a-cétoglutarate + L- Alanine —  glytamate + pyruvate
LDH
Pyruvate + NADH+H®™ — L-laclate + NAD"

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a I activité

enzymatique d alanine aminotransférase dans I échantillon.

= Echantillon : Plasma.

=  Réactif utilisés :

Réactifs | Composition Concentration
R1 -TrispH 7.8 100 mmol/L
Tampon | -L- Alanine 500 mmol/L
R2 -NADH 0.18 mmol/L
Substrat | -Lactate déhydrogenase (LDH) | 1200 U/L

= Préparation du réactif :
Dissoudre le contenant du R2 dans le flacon de R1. Ce réactif est stable 2 semaines & 2-8°C.

= Mode opératoire :

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

Mélanger, incuber pendant une minute a température ambiante et lire I"absorbance initiale a
340 nm. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des absorbances par

minutes (A Abs/min) pour Iutiliser dans les calculs.

Page 62



Chapitre IV Matériels et méthodes

= Calcul :

La concentration de TGP est calculée par la formule suivante :

2-2-4- Evaluation de la toxicité hématologique :

La toxicité hématologique a été mise en évidence a travers la détermination de la forumle
sanguin numérique (FNS).

e L’hémogramme :

L’hémogramme a été réalisé sur un automate : le CELL-DYN 1700. C’est un appareil qui
permet la numération des éléments figurés du sang par impédance, la mesure du taux
d’hémoglobine par spectrophotométrie, le calcul des constantes érythrocytaires avec des

alarmes pour tous les parameétres.

e Principe :
L’appareil aspire 30 pl de sang total bien homogénéisé a partir d’un tube de prélévement
ouvert et maintenu au contact de la sonde d’aspiration.
Un volume de 7,5 ml de diluant est ajouté dans la cuve de pré mixage pour atteindre un
rapport de dilution 1/251.
L’échantillon dilué est alors divisé en deux parties distinctes.
- 100 pl de I’échantillon dilué sont mélangés avec 5 ml de diluant pour I’analyse des
parametres érythrocytaires et plaquettaires.
- Le reste est mélangé avec 1 ml de réactif de lyse dans la chambre de mélange pour les
globules blancs. Ce reactif altere les membranes des globules rouges et permet la libération de
I’hémoglobine. Cette dilution est utilisée pour mesurer les globules blancs ainsi que le taux
d’hémoglobine.
L’impédance électrique est utilisée pour effectuer le comptage des globules. Dés qu’une
cellule se présente devant I’ouverture, une modification de la résistance électrique se produit,
ce qui a pour effet de générer un pic de tension équivalent. Le nombre de pics correspond au
nombre de cellules.
L’amplitude de chaque pic, est directement proportionnelle au volume de la cellule qui lui a

donné naissance.
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Le CELL-DYN 1700 mesure 1’hémoglobine par spectrophotométrie. La longueur d’onde de

la source lumineuse est de 540 nm.

L’hématocrite, la CCMH et la TCMH sont calculés dés que les parametres concernés sont

MEesures :
Hématocrite= Volume Globulaire Moyen x nombre de globules rouges

CCMH = hémoglobine / hématocrite
TCMH = hémoglobine / nombre de globules rouges

2-2-5- Analyse statistique des données :

L’analyse statistique des données a été effectuée grace au logiciel MINITAB (Min,
Ver. 13.31). Une analyse de la variance a un critére de classification « ANOVA » et une
comparaison des moyennes par le test t de Student ont été effectuées. p < 0,05 est considéré

comme significatif.
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Conclusion et perspectives

Nos résultats montrent que le nickel administré chez des rats de souche Wistar généré un
stresse oxydant qui réfere a une perturbation dans la balance métabolique, les parametres
hématologique et biochimique. Dans notre étude aussi et apres la caractérisation
phytochimique et la recherche d'activité antioxydante a partir d'une plante medicinale silybum
marianium, I’effet de 1’extrait brut méthanolique est tester sur la toxicité de nickel et a la

lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que:

> cette espéce constitue un ensemble riche en substances actives a savoir les saponosides,
les alcaloides, et les flavonoides. En plus, la chromatographie sur couche mince a
confirmé la présence du principal constituant actif qui est la silymarine.

» 1’étude physiologique montre un déficit pondéral remarquable. chez le groupe traité au

nickel. Signalons que la Silymarine a amélioré 1’effet de nickel sur le poids.

> Pour les parameétres biochimique le nickel a provoqué une diminution de glucose, avec
une augmentation des triglycérides, de cholestérol, de 1’urée, et de la créatinine, aussi
I’augmentation de 1’activité enzymatique des marqueurs hépatique, les transaminases
(TGO et TGP), et de la phosphatase alcaline (ALP) Or le traitement par I’extrait de
chardon marie a amélioré ces parameétres biochimiques, et restauré l'activité des
transaminases.

> une perturbation des parametres hématologiques ; la diminution de nombres des
globules rouges, des globules blanc, d’hémoglobine et d’hématocrites chez le groupe

traité aux nickel, ces taux sont changés par 1’addition de silymarine.

Nous concluons que I’extrait méthanolique de silybum marianium a montré un

remarquable effet cytoprotecteur contre les radicaux libres géneres par le nickel.

Vu I'importance de ces résultats, il serait intéressant de poursuivre la recherche, on

prend en considération les recommandations suivantes :

» Appréciation de l'activité antioxydante de cette plante a travers 1’analyse de tous les
éléments de la cascade enzymatique du systeme de détoxification.

» Etudier I’histologie des organes.

» Prolonger la durée du traitement de 3 a 6 mois et plus en présence de différentes doses

du xénobiotiques et Travailler sur d’autres dérivés de nickel,




Conclusion générale

> Deévelopper la recherche in vitro afin bien connaitre le mécanisme réel par lequel agit la
silymarine sur le nickel
» Détermination la distribution et la concentration de xénobiotique dans le sang et

quelques organes cibles en particulier le foie et les reins.
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summary

Summary

Our work tends to highlight simultaneously the harmful effect of nickel in adult Wistar
male rats following the body weight gain, changes in biochemical and hematological
parameters, and the protective role of flavonoids Silybum marianum reducing or removed

from the cytotoxic effects induced by nickel.

For this, 24 rats divided into four batches of six rats each were treated with 3 lots of nickel by
ip injection at a dose of 20 mg / kg body weight. The flavonoid extract of Silybum marianum
is orally administered at 400 mg two concentrations and 600 mg / kg body weight. Control
rats receiving physiological saline by ip injection. After three weeks of treatment, the rats

were sacrificed and the various parameters are determined

From the analysis of our results, the phytochemical study revealed that this plant is rich in

saponins, alkaloids and flavonoids.

a decrease in body weight gain was observed in rats treated with a clear disruption of

biochemical and hematological parameters.

We found a significant decrease in the concentration of glucose with an increase in serum
lipid profile (cholesterol, triglycerides), the renal balance (urea, creatinine) and enzyme
activity (GOT, GPT, ALP) of Neither treated rats compared to untreated

Regarding hematological parameters, we find a decrease in red blood cells, white blood cells,

Hb and Ht in the treated groups Ni reflecting hematologic toxicity of nickel

Furthermore, treatment with silymarin improved all physiological, biochemical and

hematological parameters at approximately normal levels.

In conclusion, the present study showed that exposure to nickel has toxic effects on the
parameters mentioned above, extract silymarin is endowed with a remarkable antioxidant

activity. Thus it may be a protective effect against the toxic nickel.

Keywords: Nickel, Rats, silymarin, Silybum marianum, toxicity.
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