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Résumeé

Dans cette étude, nous avons déterminé que I’ huile totale de Nigella sativa est la fraction
responsable de I'effet hypoglycémiant. Ses caractéristiques physico-chimiques indiquent
gu’ elle a une grande qualité biologique. Son fractionnement par chromatographie sur colonne
a permis d’ obtenir deux grandes fractions: |’ huile neutre, fractionnée elle-méme en quatre
sous fractions, et I"huile polaire. Son fractionnement par chromatographie a permis d’ obtenir

trois sous fractions polaires.

L’ analyse fine par GC et HPLC de I'huile totale et de ses fractions neutres a permis de
dévoiler leur composition en acides gras, en triglycérides et en stérols et alcools supérieurs.
Ces résultats indiquent, encore une fois la richesse de cette huile en composés lipidiques
bioactifs, ce qui permettrait d’ expliquer les propriétés pharmacologiques en générae et

hypoglycémiantes en particulier de Nigella sativa.

Les résultats indiquent aussi que la fraction polaire est responsable de la réduction de la
glycémie chez les rats diabétiques, selon un mécanisme postprandial. La fraction neutre de
I” huile permet, de son coté, |a régénération des ilots de Langerhans, aprés leur destruction par

la streptozotocine.

Latoxicité de I’ huile totale de Nigella sativa a été aussi évaluée sur des tranches fines de foie
(PCLYS). Cette approche a montré, clairement, que I'huile de Nigella sativa n’avait pas un
effet hépato- protecteur contre le I’ acétaminophen (le paracétamol). L’ huile totale et ses deux
grandes fractions polaire et neutre ont fait I’ objet d’ une évaluation de leur toxicitéin vivo. Les
résultats indiquent une absence de traces majeures de toxicité hépatique et ce dans les
conditions expérimentales appliquées, c'est-a-dire, quantité des extraits administrés et durée
du test.



Summary

In this study, we determined that the total oil of Nigella sativa is responsible for the
hypoglycaemic effect of this plant. Its physical and chemical characteristics indicate that it
has a high biological quality. Fractionation of this oil by column chromatography yielded two
major fractions: the neutral oil, fractionated itself into four sub-fractions, and polar oil wich

fractionation by chromatography yielded three polar sub-fractions.

A analysis by GC and HPLC of the total oil and its neutral fractions allowed to reveal their
composition in fatty acids, triglycerides and sterols and higher acohols. These results indicate
once again the richness of this oil on bioactive lipids compounds. These compounds would

explain the pharmacologica properties of Nigella sativa.

The results aso indicate that the polar fraction is responsible for the reduction of blood
glucose in diabetic rats, according to a postprandial mechanism. The neutral fraction of the oil
allows, for its part, the regeneration of isets of Langerhans after their destruction by

streptozotocin.

The toxicity of total Nigella sativa oil was also evaluated on thin slices of liver (PCLS). This
approach has clearly shown that Nigella sativa oil had no hepato-protective effect against
acetaminophen ( paracetamol ). The total oil and itstwo large polar and neutral fractions were
evauated for their toxicity in vivo. The results indicate that no significant traces of liver

toxicity under the conditions used, quantity of extracts administered and duration of the test.
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Introduction

| ntroduction

Le diabete est une maladie métabolique caractérisée par une défaillance de I’ organisme dans
la régulation de la glycémie. Elle constitue actuellement I'une des premieres causes de
mortalité et de morbidité dans la plupart des pays occidentaux et son incidence devient aussi
importante dans les pays en voie de dével oppement.

Selon les derniers chiffres de la Fédération internationale du diabéte, cette maladie touche
aujourdhui 371 millions de personnes dans le monde. Ce chiffre devrait atteindre 522
millions personnes d'ici 2030. Le poids du diabéte augmente a I'échelle mondiale, en
particulier dans les pays a revenu faible ou intermédiaire, puisqu'on y compte 80% des cas de
diabete. La maladie menace non seulement la santé publique mais également la prospérité
économique: un diabéete non traité conduit a I'apparition des complications lourdes et
handicapantes, comme I’insuffisance rénale, les cardiopathies, les amputations des membres
et la cécité. Les colts engendrés par ces complications sont extrémement élevés en termes de
souffrance humaine mais aussi en poids financier, d’ ou I’intérét d’ une prise en charge précoce
et efficace.

Selon toujours la IDF (2012), L'Algérie compte pres de 1,8 million de diabétiques, dont
150 000 enfants. Selon les statistiques de la direction de la prévention contre les maladies non
transmissibles au ministére de la santé, prés de 12 700 déces par an en Algérie sont liés au
diabéte.

Le traitement moderne du diabete fait appel a plusieurs familles d’ hypoglycémiants oraux
comme les biguanides et les thiazolidinediones qui agissent sur I’insulino-résistance d’'une
part et les sulfamides et les glitinides qui agissent en stimulant I’insulino-sécrétion d’ autre
part. Cependant aucun des médicaments utilisés pour le traitement du diabéte n’'agit
simultanément sur les deux facteurs pathogéniques du diabete ou améliore aussi les anomalies
du métabolisme lipidique associées | e plus souvent au diabéte de type 1.

Face a I'’échec du traitement chimigue dans certains cas et a cause de son coup éevé,
notamment dans les pays en voie de développement, le recourt a I’ utilisation des plantes
meédicinales devient de plus en plus une pratique courante dans le traitement de cette maladie.
D’ ailleurs, cette démarche a été recommandée par I'Organisation Mondiae de la Santé (OMYS)
depuis 1970. Parmi les plantes médicinales les plus utilisées dans le traitement du diabete,

mais aussi dans le traitement d’ autres pathologies, on rencontre Nigella sativa.



Introduction

Les propriétés hypoglycémiantes de Nigella sativa ont été démontrées dans plusieurs études
scientifiques. Bien que cet effet soit bien élucidé, certaines questions n’ont pas été traitées,

d’ou I’ objectif de laprésente thése. On s'intéressera, donc, atrois grands axes :

1- Déerminer les groupes ou familles de composés impliqués directement dans I’ activité
hypoglycémiante de Nigella sativa.

2- ldentifier les cibles moléculaires de ces composés.

3- Evaluer I’hépatotoxicité de ces composés dans les conditions de concentrations et
quantités efficaces utilisées lors de I’ &ude de leur effet hypoglycémiant.



Revue bibliographique

1. Diabéte sucré

1.1. Définition

Le diabete sucré se définit par une hyperglycémie chronique résultant de la diminution de
la sécrétion de I’ insuline et /ou de la diminution de son efficacité. Dans I'immense majorité
des cas, sa cause reste inconnue bien que la prédisposition génétique et des facteurs liés a
I’ environnement sont a souligner (Gimenez et al., 2002). Le syndrome cardinal diabétique,
comprenant une polyuro-polydipsie, une asthénie, un amaigrissement et une hyperphagie,
N’ apparait que pour des glycémies nettement supérieures a 3 g/l. (Grimaldi et al., 2005).
D’aprés I’ organisation mondiale de la santé (OMS), une personne est considérée comme
diabétique si dle présente un des ééments suivants: i) présence des signes cliniques du
diabete et une glycémie = 2 g/l (11,1 mmol /L). ii)-glycémie ajeun (8 heures de jeune ou
plus) = 1,26 g/l (7 mmol /L). Cette valeur doit étre confirmée par une deuxiéme mesure un

autre jour. iii) glycémie 2 heures apres la consommation de 75 g de glucose per os est = 2

g/l (Gimenez et al.,, 2002). Ce dernier élément de diagnostic n'est cependant pas
recommandé (Acad et Dent, 2007).

1.2. Epidémiologie

Dans tous les pays du monde, le diabéte sucré est un probléme de santé publique majeur. A
I’ échelle mondiale, le nombre de patients diabétiques est en augmentation considérable. En
2001, la fédération internationale des diabétes (International diabetes Fondation ; IDF)
évauait a 177 millions le nombre de patients diabétiques. Pour 2010, plus de 6% de la
population mondiale était diabétique (IDF, 2012). L’OMS prévoit une population de 366
millions de diabétiques pour 2030 (Wens et al., 2007). En Algérie, le diabete occupe la
quatrieme place parmi les maladies non transmissibles. D’ aprés le registre nationa du
Diabéte de I’année 2005, I'incidence du diabéte type | chez les enfants et les adolescents
est de 9 pour 100 000 et des cas de diabéte type 1| commencent a étre recenses chez les
enfants (Boudiba et al., 2008). Selon la fédération agérienne des associations des
diabétiques, L’ Algérie compte 2 millions de diabétiques, de tous types confondus (Salemi ,
2010).

1.3. Classification des diabéetes
Plusieurs mécanismes physiologiques distincts peuvent aboutir au syndrome biologique
commun a tous les types de diabéte sucré: I'hyperglycémie. La distinction entre les

différentes formes du diabete repose donc sur la définition des ces entités
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physiopathologiques (Drouin et al., 1999). Actuellement, I’OMS adopte la classification
du diabéte selon I’ éiologie et la gravité de I’ hyperglycémie.

1.3.1. Diabéte insulinodépendant (diabéte detype 1)

Le diabéte insulinodépendnat, appelé également le diabéte maigre a cause de
I’amaigrissement du patient, se déclenche avant I’age de 40ans, lorsque 90% des cellules
des ilots de Langerhans du pancréas sont détruites par le systéme immunitaire et cessent
ainsi de produire de I'insuline (Perlemuter et al., 2000). Le manque de |’insuline qui en
découle rend |I’administration de cette hormone indispensable. Le diagnostic est souvent
posé tét suite a la présence de symptébmes séveres. Ce type représente 10 a 15 % des
diabetes (Wenset al., 2007).

1.3.2. Diabéte non insulinodépendant (diabéte detype 2)

L e diabete insulioindépendant survient le plus souvent aprés 50 ans représentant ainsi 85 a
90% des diabétes (Grimaldi et al., 2005). Il résulte de I'incapacité de I’ organisme a réagir
correctement a |’action de I'insuline (Calope et al., 2008). En absence de traitement, ce
diabéte se reconnait par une augmentation chronique de la glycémie, responsable des signes
cardinaux du diabéte, amaigrissement ou obésité et des troubles de la conscience abouti ssant
aun comamortel (Raccah, 2004 ; Calop et al., 2008).

1.3.3. Diabéte gestationnel (DG)

Le diabete gestationnel est observé chez 3% des femmes enceintes, il peut ére considéré
comme transitoire. 1l s'agit d' une intolérance au glucose conduisant a une hyperglycémie de
sevérité variable (Rodier, 2001). Généralement, ce diabéte guérit spontanément apres
I” accouchement. Il peut, cependant, constituer un facteur de risque pour un diabéte de type 2
(DNID) ultérieur. Les causes de sa survenue demeurent en grande partie inexpliquées
(Buysschaert, 2006).

1.3.4. Diabéte du type MODY

Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY) ce sont des diabétes qui se dével oppent
chez I’enfant et le jeune adulte avant 30ans. Ils ressemblent au diabéte type 2 dans leur
expression clinique mais la surcharge pondérale n’est pas un éément déterminant. Ce sont
des formes héréditaires de diabéte sucré transmises sous le mode autosomique dominant
conduisant a un dysfonctionnement des cellules B (Buysschaert, 2006). Les MODY sont
monogeéniques et caractérisés par une sévérité variable (Hennen, 2001). Les sous-variantes
les plus importantes sont présentées sur |e tableau suivant :
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Tableau 1: lesMODY et mutations (Hennen, 2001, Buysschaert, 2006)

Type de diabéte Localisation Géne muté

MODY 1 Chromosome 20q HNF-4a

MODY 2 Chromosome 7p Gene de glucokinase
MODY 3 Chromosome 12q HNF-1a

MODY 4 Chromosome 4 | PFI

MODY5 Chromosome 17 HNF-18

HNF: hepatic Nucear Factor

1.3.5. Diabéte mitochondrial

Le diabete mitochondrial est aussi dit MIDD (Maternally Inherited Diabetes and Deafness)
est un type de diabéte a transmission exclusivement maternelle de I’ADN mitochondrial.
Une mutation en position 3243 en est responsable. Elle conduit a un déficit en ATP.
L’hyperglycémie est souvent accompagnée par dautres signes cliniques graves
(Buysschaert, 2006).

1.4. Physiopathologie du diabéte de type 2

Le nom «diabéte non insulinodépendant » a été remplacé par «diabéte de type 2 ».
L’insulinothérapie n’est pas nécessaire au traitement au début de la maladie mais elle est
souvent indispensable ou trés utile (diabete insulino-requérant ou insulino-nécessitant)
apres plusieurs années d évolution, du fait d’une insulinopénie progressive et inéluctable
(Halimi, 2005).

Chez les personnes souffrant d'un diabéte de type 2, I'organisme devient résistant a
I'insuline. La production de I'insuline continue, mais |'organisme ne répond plus aussi bien
a ses effets. Apres un certain temps, la capacité du pancréas a produire de l'insuline
diminue progressivement. C'est pour cette raison que le contréle du diabete de type2
nécessite une augmentation graduelle des types de médicaments lors du traitement. Que ce
soit en raison du manque de I'insuline ou de l'incapacité a utiliser correctement cette

hormone par I’ organisme (Favier et al., 2005).

Plusieurs facteurs interviennent dans |’ éthiopathologie du diabéte de type 2. Dans cette
pathologie, la composante héréditaire est bien présente, mais un ou plusieurs facteurs

environnementaux sont déterminants pour son expression clinique (Defronzo, 1997).
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a) Facteursdel’ environnement
L’'obésité, en particulier |'obésité androide, la sédentarité, le tabagisme et I'é&ge

augmentent considérablement le risque de survenue du diabéte de type2 (Raver ot, 2005).

b) Facteursgénétiques
L’ évidence de I'implication des facteurs génétiques dans le déclanchement du diabéte de
type 2 a éé démontrée par les études familiales : 1a concordance se situe entre 60 et 100%
pour les jumeaux monozygotes. Elle est d environ de 40% pour les individus apparentés au

premier degré des sujets diabétiques de type 2 (Simonis-Bik et al., 2010).

c) Troublesdela sécrétion del’insuline
La sécrétion de I’insuline est assurée par les cellules B des ilots de Langerhans
pancréatiques. Dans les conditions physiologiques, la séctrétion de I'insuline est
caractérisée par une cinétique dite biphasique (Figurel). Elle est stimulée par une
augmentation aigue et transitoire de la concentration extracellulaire du glucose. Le niveau
maximun de la sécrétion est ateint aubout de quelques minutes (pic précose). Lorsque la
concentration élevée est prolongée, un deuxiéme pic apparait (pic tardif). Cette phase dure

tant que le stimulus reste appliqué (M agnan et Ktorza, 2005).

Glucose (mM)

5 1 ~Hn 1 5

| |
0 2-3 Temps (min)
Figure 1 : Sécrétion biphasique de I’insuline en réponse a un stimulus constant en glucose

(D’ apres Magnan et Ktorza , 2005)

L’ interprétation de cette péponse biphasique n’est pas encore bien éucidée. On pense que
le réle du premier pic est de sensibiliser les tissus cibles aux effets de I’ hormone (Albisser
et al., 1974 ; Pfeifer et al., 1981).

Dans le diabéte de typel, les troubles de la sécrétion de I’insuline sont en premier temps
qualitatifs; ils se traduisent par la diminution du pic de réponse précoce au glucose.

Ensuite quantitatifs; diminution des capacités insulino-sécrétoires qui se majorent

6
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progressivement dans le temps pour aboutir de facon plus ou moins tardive & une
insulinopénie profonde (Blicklé et al., 2000).

d) Troublesdelasensbilitéal insuline

Les troubles de la sensibilité a I’insuline, appelés également |I’insulino-résistance est une
atération de lasignalisation de I'insuline, suite & une diminution de la phosphorylation du
recepteur de I'insuline (Henri, 2011). La diminution des effets de I'insuline sur les tissus
insulino-sensibles (tissus musculaires, tissus adipeux, foie) provoque une hyperproduction
de glucose par le foie, expliquant I’ hyperglycémie ajeun et une partie des hyperglycémies
interprandiales (Henri, 2011). L’insulino-résistance est donc caractérisable au niveau des
tissus périphériques, en particulier, du transport du glucose dans le muscle et dans le tissu
adipeux et de la production hépatique de glucose. Cette insulino-résistance est aggravée
par | hyperglycémie et I’ excés d acides gras libres circulants ou de triglycérides stockés en
exces dans le muscle. L’ exces de la production hépatique de glucose est aussi majoré par
les taux élevés d’ acides gras circulants (Halimi, 2005).

1.5. Complications du diabéte detype 2

Les complications du diabete apparaissent genéralement plusieurs années apres
I"install ation de |a pathologie. Ces complications sont les résultats de I’ hyperglycémie. Les
patients développent des complications macro et micro-vasculaires, principales causes de
déces des diabétiques atteints de diabéte de typel et type 2 (Bohme et Chamagne, 2006).
Ces complications sont :

a) Les complications micro-vasculaires (micro-angiopathiques) telles que la
rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie ; elles sont liées en majeure partie &
I"hyperglycémie. (Grimaldi et al., 2005). L’hypertension artérielle joue un role
important dans |’ aggravation de la micro angiopathie diabétique (Grimaldi, 2005).

b) Les complications macro-vasculaires (macro-angiopathiques) telles que la maladie
coronarienne, |’ athérosclérose et I’ artériopathie périphérique (Girard et al., 2007).
Elles sont favorisées par plusieurs facteurs, principalement |'élévation de la
glycémie (Halimi, 2005).

1.6. Traitements du diabéte du type 2

1.6.1. Objectifsdu traitement

Les experts de I’ Association Américaine du Diabéte (ADA, 2007), de I’ Agence National
d Accréditation et d’ Evaluation en Santé (France) (ANAES, 1999) et I’ éude prospective
du Royaume Uni sur le diabéte (UKPDS pour United Kingdom Prospective Diabetes

7
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Study, 1998), proposent de planifier les objectifs du traitement autour de la prévention de

la microangiopathie et de |a macroangiopathie diabétique.

a) Prévention ou la stabilisation de la microangiopathie: Elle nécessitent une
normalisation de la glycémie avec une HbA1c (hémoglobine glyquée) inférieure a
6,5 % (glycémie <1,20 g/l), un contréle strict de la pression artérielle dont
I’ objectif est de maintenir la pression artérielle inférieure a 140/80 mmHg et un
arrét du tabac (Philippe et al., 2009).

b) Prévention ou la stabilisation de la macroangiopathie: Elle impose, a cété du
controle glycémique, la correction des facteurs de risgue vasculaires associés qui
jouent un réle déterminant dans sa survenue a savoir la pression artérielle (< 140/80
mmHg), le cholesterol total (< 2 g/l ou 5,2 mmol/l), LDL-cholesterol (< 1 g/l ou 2,
5 mmol/l), HDL-cholesterol (>0, 45 g/l ou 1, 2 mmol/l), triglycerides (< 1, 5 g/l ou
1,7 mmol/l), exercice physique régulier, arrét du tabac, HbAlc (< 6,5 %) et un
indice de masse corporelle (IMC)inferieur a 25 kg/m2 pour les deux sexes
(Grimaldi et al., 2005).

1.6.2. Prise en charge non médicamenteuse
La prise en charge non médicamenteuse du diabéte de type 2 peut avoir un effet favorable
sur le contréle glycémique. Elle se résume en deux actions essentielles; les mesures

diététiques et I’ exercice physique :

- Lesmesuresdiététiques
Chez les diabétiques nouvellement diagnostiqués et souffrant d’une obésité, le contrdle
adéguat de la glycémie peut étre obtenu par une réduction de I’ apport calorique. La perte
de poids engendrée conduit a une réduction de la glycémie et un meilleur métabolisme des
lipides. Ces régimes hypocal oriques doivent favoriser un apport en graisses insaturées au
détriment des graisses saturées et un apport suffisant en glucides complexes (Chandalia et
al., 2000 ; Wens, et al., 2007).

- L’exercice physique
Plusieurs études ont révélé le rble positif de I’ activité physique dans I’amélioration de la
glycémie des diabétiques de type2. L’exercice physique modéré (aérobic, fitness ou
entrainement en résistance progréssive) pratiqué durant des périodes alant de deux
semaines a 12 mois et imposé a 377 patients atteints de diabéte de type 2, a permis de

réduire significativement |I’HbA ;. indépendamment de la perte de poids (Thomas et al.,
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2006). L’ exercice physique seul peut favoriser la diminution L'HbA . de 0.5% (Sigal et
al., 2006).

1.6.3. Traitement médicamenteux

Les hypoglycémiants oraux sont nécessaires lorsque la diététique et I’ activité physique
combinées ne suffisent pas (Vincent et al., 2001). Le traitement médicamenteux débute
généralement par une monothérapie, puis un recours, selon les besoins, a une association
de plusieurs molécules, voir al’insuline si elle s avérer nécessaire (Blumer, 2009).

Les médicaments destinés aux diabétiques de type 2, afin de normaliser leur glycémie, sont
les antidiabétiques oraux. Ces derniers augmentent la sensibilité des tissus périphériques a
I"insuline (insulino-sensibilisateurs), déclenchent la sécrétion de I'insuline (insulino-
secréteurs) ou diminuent la résorption intestindle des sucres dorigine aimentaire
(Archambeaud, 2008). Les sites d action des antidiabétiques oraux sont résumes sur la

figure suivante :

Figure 2: Différents sites d actions des antidiabétiques oraux (D’ apres Halimi, 2005)

1.6.3.1. Insulino-sensibilisateur s

a) Biguanides: la metformine est le seul représentant de cette classe. Elle est identifiée

comme principale drogue dans le traitement du diabéte de type 2 (Gras et al., 2006).

Figure 3 : Structure moléculaire de la metformine
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L'effet principal de la metformin est la réduction de |a production hépatique du glucose en
supprimant |’ activité de |I’enzyme glucose 6 phosphatase (G6Pase), une enzyme cruciae
pour la gluconéogenése et la glycogénolyse, et prolonge I'amélioration de la sensibilité
périphérique a l'insuline (Massin et al., 2003). Le mode d’ action précis de la metformine
dans les états d'insulinorésistance reste débattu. Le modele classique met en route
I"activation par la metformine de I' AMP-activated protein kinase (AMPK). L’AMPK va
phosphoryler et inactiver |’ acétyle CoA carboxylase ce qui aura pour effet une diminution
de la synthese de malonyl CoA a partir d’ acétyle CoA. Or, le malonyl CoA est d’une part
un puissant inhibiteur de la carnitine palmitoyl transferase qui assure le transport
transmembranaire des acides gras dans |la mitochondrie ou |e processus de beta-oxydation a
lieu. D’autre part, le malonyl CoA est |I’un des précurseurs de la synthése des acides gras
(AG). L’activation donc de 'AMPK par la metformine aura donc un double effet, la
diminution de la lipogenése et I'augmentation de la dégradation des AG par beta-
oxydation. Ces deux actions convergeant vers une réduction de la surcharge tissulaire en
graisses (Ratziu et al., 2006).

D’ autres études ont montré que la metformine n’ entraine aucune stimulation de la sécrétion
d'insuline. C'est pourquoi aucune hypoglycémie n'ajamais été constatée en monothérapie
Ou en association aux autres antidiabétiques oraux ne stimulant pas le pancréas endocrine :

glitazones ou inhibiteurs des alpha-glucosidases (Halimi, 2006).

b) Thiazolidinediones (TZD) ou glitazones: Parmis les molécules les plus connues de

cette classe de traitements on retrouve la roziglitazone et la pioglitazone (Figure 4)

(Halimi et al., 2008).
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Figure 4 : Structure chimiques de laroziglitazone (a) et dela pioglitazone (b)
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Les thiazolidinediones (TZD) ou glitazones sont des agonistes des récepteurs nucléaires
PPARYy (peroxisome proliferator activated receptor y). Ces récepteurs sont présents dans
plusieurs tissus et dans le tissu adipeux principalement, surtout exprimés durant la
différentiation des préadipocytes en adipocytes (Blickl€, 2003).

Les PPARYy existent sous forme d’hétérodimeres avec le récepteur des rétinoides (RXRa).
Tout ligand agoniste de ce récepteur entraine une reconfiguration du complexe PPARYy-
RXRa (Lehman et al., 1995). Le complexe ains activé va aboutir a la transcription de
genes essentiels dans les métabolismes glucidiques et lipidiques, perturbés chez la plupart
des diabétiques de type 2. Le role des PPARY s’exerce sur la différenciation des adipocytes
avec induction de genes tels que celui de la lipoprotéine lipase (LPL) (Figure 5). Ceci
conduit a une lipolyse des triglycérides (TG) plasmatiques et leur stockage dans les
adipocytes. Les TZD augmentent I’expression d enzymes de stockage des AG dans
I’ adipocyte (glycérol kinase), réduisant la sécrétion d’ AG par les adipocytes (Tan, 2000).
Ces phénomenes contribuent a réduire les AGL et les TGC. La baisse des AGL entraine au
niveau du muscle un accroissement de la captation et de I'utilisation du glucose et au
niveau du foie une réduction de la production du glucose (Kendall, 2006 ; Halimi et al.,
2008).

Figure 5 : Mécanisme d' action des thiazolidinediones (D’ aprés Elte et Blicklé, 2011)

Sous |’ effet des TZD, les adipocytes réduisent leur production de cytokines dont certaines
participent de I’insulinorésistance et des états pro-inflammatoires (TNFa, IL6, leptine,
résistine). L’administration de TZD induit une baisse de TNFa et de leptine (Elte et
Blicklé, 2011). Parallélement on note un accroissement des taux d'une protéine fortement
exprimée dans le tissu adipeux qui est I'adiponectine (protéine insulinosensibilisatrice)
dont des taux sont abaissés chez les diabétiques de type 2. L’ adiponectine induit une

meilleure oxydation des AG dans le muscle squelettique, la baisse de production de

11
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glucose et de TG par le foie, 1a baisse de synthése de molécules d’ adhésion par les cellules
endothéliaes, réduirait la réponse inflammatoire et |e processus d athérogénese (M iyazaki
et al., 2002 ; Bayset al.,2004).

1.6.3.2. Insulinosécr éteur s

a) Sulfamides hypoglycémiants (SH ou Sulfonylur ées)

Cette classe estla plus ancienne des agents antidiabétiques oraux. Les molécules de cette
classe se caractérisent par la formule générale R;-SO,-NH-CO-NHR; ou les radicaux Ry
et R, différent d aprés les médicaments (Figure 6). Les SH actuels se différencient, entre
autres, par leur demi-vie plasmatique, leur durée d'action et leurs métabolites. Ils sont
métabolisés par le foie et éliminés par les reins et /ou les voies biliaires (Buysschaert,
2006). Certains SH possedent de langues durées d'action, augmentant le risque

d accumulation et I’ hypoglycémie (PerImuter et al., 2000).

HTI'O_E CaMHC OMHEICE213CH3

Carbutarcide

o x‘&—sc::rn—rcom—x—<_\>
‘ ::—a" cl i

Glibenclam de ou Glyburide

Figure 6 : Structure chimique de deux sulfamides hypoglycémiants; le glibenclamide et le

carbutamide.

Les sulfonylurées agissent en se fixant sur le récepteur SUR 1 (Sulphonylurea Receptor)
(site A et/ou B) lié aux sous unités protéiques du canal potassique (K*) ATP sensible (Kir
6.2) des cellules B du pancréas. Ceci méne a la fermeture du cana potassique, un effet
physiologique induit par I'augmentation du rapport dATP/ADP résultant du métabolisme
du glucose. La réduction du flux de K™ dépolarise la membrane des cellules B ayant pour
résultat une ouverture des canaux calciques (Ca'™) voltage-dépendant. L'augmentation de
la concentration intracellulaire de Ca™ déclenche I'exocytose des granules de l'insuline.
L'effet hypoglycémiant des sulfonylurées est rapide et efficace, et ils permettent une
diminution absolue de 1 41.5% de HbA1c (Virally et al., 2007).

12
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b) Glinides

Les glinides sont des molécules ayant un pouvoir hypoglycémiant proche de celui des
sulfamides hypoglycémiants. La répaglinide est actuellement, le seul représentant de cette
classe (Figure 7). Elle possede une action rapide et bréve réduisant le risque
hypoglycémique mais oblige a plusieurs prises quotidiennes (Blicklé ,2003). Les glinides
sont des substances non-sulfonylurées. Comme les SH, ils se lient aux sites A et B du
récepteur SUR 1 ala surface des cellules B du pancréas et stimulent, via une fermeture des
canaux potassiques ATP sensible, un influx de calcium qui induit lalibération de I’insuline
(Buysschaert, 2006).

Figure 7 : Structure chimique de larépaglinide

1.6.3.3. Inhibiteurs des a-glucosidases

Les glucides sont dégradés par |I’amylase sdivaire et pancréatique en disaccharides
(saccharose, lactose, maltose), puis en monosaccharides par les a-glucosidases intestinales
(maltase, lactase, saccharase ou invertase) (Bhartham et al., 2008). Seuls les
monosaccharides (glucose, gaactose, fructose) peuvent franchir la barriere intestinae
(Laviolle, 2008). Les inhibiteurs des a-glucosidases, comme |’acarbose (Figure 8),
retardent ainsi |'absorption des glucides aimentaires conduisant a une réduction de
I” hyperglycémie postprandiale (Gimenez et al., 2002). Cette classe contient également des
molécules qui présentent divers effets secondaires, principalement, les flatulences, le

ballonnement et ladiarrhée (Halimi et al., 2008).
HOC H,,
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Figure 8 : Structure chimique de |’ acarbose
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1.6.3.4. Insulinothérapie

Le but primaire de I’insulinothérapie est d’ optimiser la glycémie, réduisant de ce fait les
complications a long terme du diabéte (Caballero, 2009). Généralement, le passage a
I"insulinothérapie des diabétiques de type 2 se fait lorsgu’il y a un échec du traitement oral
(Halimi et al., 2006). Dans le diabéte de type 2, le pancréas a tendance a réduire sa
secrétion de I'insuline au fil du temps. L’ administration de I’insuline constitue, donc, un
outil de traitement, utiliste en monothérapie ou en association avec les autres
antidiabétiques oraux (Blicklé, 2003).

Le timing de I"introduction de I'insuline dans le traitement du diabéte type 2 est toujours
discuté. Dans une étude chinoise, réalisée sur 382 patients chinois non obéses atteints de
diabéte type 2 récemment diagnostiqués, le traitement consisté en |I’administration d’une
maniére intensive des antidiabétiques oraux ou de I'insuline jusqu’a I’ obtention d un taux
normal de glycémie persistant pendant 2 semaines. Les traitements médicamenteux étaient
alors arrétés et les patients étaient suivis par le biais d'un régime alimentaire et d’ exercices
physiques. Dans une évaluation apres un an, le nombre de patients en rémission s avérait
significativement plus grand dans le groupe de patients traités par I'insuline (Weng et al.,
2008).

a) Synthése et sécrétion del’insuline

L’insuline occupe une place cruciae dans le contrble de I'homéostasie énergétique. Les
trois grands métabolismes (glucidique, lipidique, protéique) sont sous le contrdle de cette
hormone, qui les oriente dans le sens de I’ anabolisme et s oppose aux effets cataboliques
de nombreux autres facteurs (Magnan et Ktorza 2005). L’insuline favorise la mise en
réserve du glucose sous forme de glycogene dans le foie et dans le muscle, stimule le
stockage des lipides dans le tissu adipeux blanc et contribue fortement a la rétention
protéique dans tous les tissus. Ces effets résultent de la liaison de I'insuline a un récepteur
membranaire spécifique exprimé principalement sur ses trois tissus cibles, le foie, le
muscle et |e tissu adipeux. Cependant, ¢’ est dans le métabolisme glucidique que le role de
I"insuline est le plus important (Capeau, 2003).

L’insuline est le seul facteur hypoglycémiant. Le déficit insulinique est a I’origine du
diabéte sucré. A |’opposé, sa surproduction ou sa sécrétion exagérée conduisent a des
syndromes hypoglycémiques mettant en péril, a breve échéance, la survie des sujets qui en
sont atteints (M agnan et Ktor za 2005).
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b) Structuredel’insuline

La séquence primaire en acides aminés de la molécule d'insuline a été établie en 1955 par
le groupe de Sanger. L’insuline est un polypeptide de poids moléculaire d’ environ 6 kDa.
C’est un hétérodimere constitué de deux chaines polypeptidiques, la chaine A et la chaine
B, reliées entre elles par deux ponts disulfures. Dans la plupart des espéces, la chaine A est
congtituée de 21 acides aminés et la chaine B en comporte 30. Un pont disulfure
intracaténaire relie les acides aminés 6 et 11 de la chaine A (Brown et al., 1955). La
structure primaire de I'insuline humaine et celles, trés proches, de I'insuline porcine et de
I”insuline bovine sont représentées sur la Figure 9.

L’insuline est active lorsqu’ elle se trouve sous forme monomérique. En effet, I’examen de
sa structure a pH neutre et physiol ogique montre qu’ elle se trouve sous cette forme (Henri,
2011). Le monomere d’insuline présente une structure globulaire dont le centre est
constitué d’ un noyau hydrophobe. La molécule d’insuline peut se dimériser spontanément,
sans la participation d’ atomes de zinc, aux concentrations supra-physiologiques et a pH
neutre ou acide. Trois dimeéres peuvent s associer pour former des hexaméres (Henri,
2011). Cette association nécessite la présence de deux atomes de zinc qui jouent le réle de
coordinateurs entre les deux monomeéres. Les hexameéres d'insuline forment des cristaux
qui représentent la forme de stockage majeure de I” hormone dans les granules de sécrétion
(Magnan et Ktorza 2005, Henri, 2011). Cette capacité de polymérisation de I’insuline a
été largement mise a profit pour la production d'insuline « retard» dans le traitement des

diabétiques (Callet, 2010).
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Figure 9 : Structure de I’ insuline humaine (D’ aprés Magnan et Ktor za 2005)
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c) Synthésedel’insuline

L’insuline est produite principalement par les cellules B des ilots de Langerhans
pancréatique. Cependant, certaines études ont révélé que cette hormone pouvait bien étre
synthétisée par d’ autres types de cellules : systeme nerveux (Gerozissis, 2000), le thymus
(Kojima, 2006), les cellules du foie, de larate et du tissue adipeux dans différents modeles
animaux de diabéte (Suckale et Solimena, 2010). Chez le rat, on retrouve dans les cellules
B du pancréas environ 10 000 vésicules d’insuline, pouvant chacune contenir jusqu’a 2
milliards de molécules d’insuline, ce qui représente 10 a 20 % du volume cellulaire. Dans
ces vésicules, I'insuline est stockée sous forme d’ hexameres stabilisés par une molécule de
calcium et deux ions de zinc (Suckale et Solimena, 2010).

Le géne de I'insuline est trés conservé au cours de I’ évolution. Chez la souris et le rat, on
retrouve deux copies de ce gene, localisées sur le chromosome 1 chez le rat et sur les
chromosomes 9 et 19 chez la souris. Chez I'Homme, il n’en existe qu’un exemplaire, de
1355 paires de bases, situé sur le bras court du chromosome 11. Sa région codante
comporte 3exons séparés par 2 introns (Steiner et al., 1985; German et al., 1995;
Magnan et Ktorza 2005).

L’ expression de gene de I'insuline permet la formation de la pré-proinsuline, polypeptide
de 11,5 kDa. Ce polypeptide comporte sur son extrémité N-terminal e une séquence signae
de 25 acides aminés magjoritairement hydrophobes, impliquée dans I’ adressage de la pré-
proinsuline vers le réticulum endoplasmique. Aprés sa translocation rapide dans la lumiére
du réticulum endoplasmique rugueux, La séquence signale est clivée conduit alaformation
de lapro-insuline. La pro-insuline est formeée des deux chaines A et B del’insuline, reliées
entre elles par le peptide-C qui assure le repliement de la molécule de pro-insuline et la
formation de 3 ponts disulfures. Le role de ce peptide de 3lacides aminés serait de
maintenir les ponts disulfures qui réunissent les chaines A et B dans une position favorisant
le clivage correct de la molécule lors des éapes ultérieures de la maturation (Figure
10)(Portha, 2000; Suckale et Solimena 2010).

La pro-insuline va ensuite subir plusieurs étapes de maturation avant de devenir la
molécule d'insuline fonctionnelle. Aprés repliement et formation des ponts disulfures, la
pro-insuline est transférée dans des vésicules revétues de clathrine de I appareil de Golgi.
L’ acidification de ces vésicules sécrétoires est due a une pompe a protons, active les
enzymes protéolytiques prohormones convertases 1 et 2 et la carboxypeptidase. Ces
enzymes clivent la proinsuline en insuline et peptide C ; sans activité biologique (Portha,
2000 ; Moussard, 2005). Des éudes menées sur des ilots isolés de rats ont montré que la
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synthése de pro-insuline dans le réticulum endoplasmique et son passage vers |’ appareil de
Golgi prennent environ 20 minutes et que la maturation de I’insuline dans les vésicules de
Golgi augmente linéairement pendant une a deux heures (Portha, 2000). L’insuline co-
précipite ensuite avec des ions zinc pour former les microcristaux contenus dans les
vésicules de secrétion (Steiner, 2009 ; Henri, 2011).
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Figure 10 : Structure de la pré-proinsuline (D’ aprés Steiner, 2009)

Les granules contenant I'insuline sont stables plusieurs jours et libérent I'insuline en
réponse a une stimulation métabolique. En conditions physiologiques, 95 % de |" hormone
est secrétée sous forme d'insuline et 5 % sous forme de pro-insuline. L’insuline et le
peptide C sont reléchés en quantité identique dans la circulation sanguine (Portha, 2000;
Henri, 2011).

La synthése de I'insuline est stimulée essentiellement par le glucose. Ce dernier est |’ agent
stimulant le plus puissant de la biosynthese de I’insuline. 1| augmente la transcription du
gene et stabilise les ARNm de I’hormone. Il existe d’ autres facteurs qui stimulent la
transcription du gene de I'insuline. 1l s'agit des hormones: le GLP-1(Le glucagon Like
Peptide-1), la GH (Growth hormone), la prolactine et laleptine (M agnan et Ktor za 2005).

d) Contrdledelasécrétion del'insuline
L’insuline est co-sécrétée avec le peptide C par la cellule B par exocytose. Les étapes
principales de I’ exocytose incluent le transport des vésicules sécrétoires vers la membrane
et la fusion des membranes des veésicules avec celle de la membrane plasmique. La
trandocation des vésicules vers la membrane plasmique impligue le cytosquelette et une
multitude de protéines: Des protéines monomeériques a activité GTPasique de type Rab,
des canaux de calcium de type L, le complexe NSF/SNAP/SNARE (respectivement, N-
ethylmaleimide-sensitive fusion protein, SolubleNSF attachment protein, SNAPreceptor).
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Les vésicules de sécrétion sont localisées dans la périphérie du cytoplasme et elles sont
associ ées au cytosquelette. Environ 1 % des vésicules sont associées a la membrane selon
un mécanisme dépendant du calcium, pretes a fusionner (Duman et Forte, 2003). On
pense qu’ elles sont responsables de la premiére phase de secrétion d'insuline (Magnan et
Ktorza, 2005). L’'association des vésicules a la membrane fait intervenir des SNARE
localisés a la surface des vésicules (synaptobrévine et synaptotagmines 1 et 2) et la
syntaxine, localisée sur la membrane plasmique. Leprocessus de cette association fait
intervenir des Rab3 (protéine monomeérique a activité GTPasique)(Duman et Forte, 2003).
Lors d'une stimulation de I’exocytose, les vésicules deviennent « compétentes »vis-a-vis
de la membrane plasmique. Cette étape est dépendante de I’ ATP (Duman et Forte, 2003).
La fusion a la membrane fait intervenir au moins deux protéines, NSF (qui a une activité
ATPase) et la synaptotagmine (Gerber et Sudhof, 2002). Cette derniére est une proténe
monomeérique possédant un domaine transmembranaire et deux sites de liaison du calcium
C2A et C2B (protein kinase C-homology domains).

L’ augmentation de la conductance du calcium dans la cellule excitée induit |’ activation de
la synaptotagmine qui pourrait consecutivement se lier a NSF. Le complexe ainsi forme
catalyserait la fusion des doubles couches lipidiques a I'interface de la vésicule et de la
membrane plasmique (Gerber et Sudhof, 2002). Une protéine régulatrice trimérique, Go,
empécherait le processus d’exocytose lorsque la cellule B n’est pas stimulée. La Go est
inactivée par |’ augmentation de la concentration du Ca™ (Gerber et Sudhof, 2002). La
seconde phase de sécrétion d’insuline correspond a un nouvel accolement des vésicules de
secrétion et a leur conditionnement (Magnan et Kortza, 2005). En moyenne, une

dépolarisation induit I’ exocytose de 700 vésicules par seconde (M agnan et Kortza, 2005).

La secrétion de I'insuline est soumise au controle de deux grands groupes d agents
stimulants : Les stimuli primaires ou declencheurs, capables de déclencher a eux seuls la
sécrétion d'insuline. Le glucose en est le principal agent. Les stimuli secondaires (ou
potentiaisateurs, ou amplificateurs) ; Ces derniers ne peuvent exercer d effet stimulant
direct sur la sécrétion. Ils amplifient |’ effet d’un stimulusprimaire (glucose) (Magnan et

Ktorza, 2005). Lafigure 12 résume le contrble de la sécrétion de I’ insuline.
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Figure 11: Principaux facteurs humoraux et nerveux de contrfle de la sécrétion d'insuline
(D’aprés Magnan et Ktorza, 2005). PACAP : pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide ; VIP : vasoactive intestinal peptide ; GRP : gastrin releasing peptide ;
GIP : gastric inhibitory polypeptide ;GLP-1 : glucagon like peptide-1 ; CCK :
cholécystokinine ; NPY : neuropeptide Y.

Grace au transporteur specifique du glucose GLUTZ2 (non insulinodépendant) (isoforme
GLUT-2 chez les rongeurs et GLUT-1 chez I’lhomme), le glucose sera capté par ce
dernier et subit la glycolyse qui seraal’origine de la production de I’ATP qui provoque la
fermeture des canaux K* ATP-dépendants. La diminution du flux de K* induit une
dépolarisation membranaire qui provoque I’ ouverture des canaux Ca™ voltage-dépendant.
Les Ca™ entrainent |’exocytose des vésicules sécrétoires. Par ailleurs, la sécrétion de
I"insuline est modulée par d’ autres facteurs énergétiques tels que les acides gras, certains
acides aminés comme laleucine ou I’ arginine (M oussard, 2005).

€) Récepteur del’insuline
Le récepteur a I'insuline appartient a la superfamille des récepteurs de facteurs de
croissance possédant une activité tyrosine kinase dans leur domaine intracellulaire, dont
fait partie le récepteur a I’insulin-like growth factor-1 (IGF-1R) (Capeau, 2003). Il existe
sous deux isoformes, A et B, qui different respectivement par I’ absence ou la présence
d une séguence de 12 résidus suite a I’ épissage aternatif d’ un exon du gene codant le
récepteur a l'insuline (Henri, 2011). Le récepteur est formé de deux chaines a

extracellulaires reliées par des ponts disulfures a deux chaines [ transmembranaires
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(Figure 12). Chaque chaine a posséde un domaine complet de liaison a I’hormone. La
sous-unité B est constituée par un domaine transmembranaire (TM) hélicoidal suivi d’un
domaine juxtamembranaire (JM) contenant un domaine catalytique tyrosine kinase (TK)
flanqué de deux régions régulatrices, la premiere impliquée dans I'internalisation du
récepteur et dans la liaison a I'Insulin Receptor Substrate (IRS) 1-4 et SHc, la seconde
contenant deux sites de fixation des phosphotyrosines (Youngren, 2007 ; Jensen, 2009 ;
Henri , 2011).

Figure 12 : Récepteur deL’insuline (D’ aprés Henri, 2011). JM : domaine juxtamembranaire ;

TK : domainetyrasine kinase; CT : domaine C-terminal.

L’ autophosphorylation du récepteur de I'insuline met en jeu sept résidus tyrosine. Les
tyrosines Tyr965 et Tyr972 sont situées dans la région juxta-membranaire, les tyrosines
Tyrl158, Tyrl1162 et Tyr1163 sont localisées dans la boucle d activation du domaine
kKinase et les tyrosines Tyrl328 et Tyrl334 sont proches du domaine C-terminal
(Youngren, 2007).

En absence d'insuline, le domaine a activité tyrosine kinase posséde une boucle régulatrice
qui masgue le site catal ytique tyrosine kinase et le maintient al’ éat inactif. Les sous-unités
a exercent une contrainte inhibitrice et maintiennent le récepteur en configuration inactive
(Youngren, 2007).

La fixation de I'insuline sur son récepteur conduit a un changement de conformation du
récepteur qui permet ’approchement des deux sous-unités [ et entraine 1’activation du
récepteur par autophosphorylation. Celle-ci conduit a I’éloignement de la boucle

régulatrice et laisse accés a I’ATP sur son site. Le domaine tyrosine kinase ainsi active
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permet la phosphorylation d’autres tyrosines de la sous unité B et de plusieurs protéines

substrats telles que IRS et SHc (Jensen, 2009 ; Henri, 2011).

f) Voiesdesignalisation deL’insuline
Le recepteur del’insuline est relié par |” intermédiaire de ses résidus tyrosines aux protéines
IRS (insulin receptor substrate). Ces derniéres sont localisées au niveau de la face
cytosolique de la membrane plasmique par leur domaine PH (domaine d’ homologie avec la
pleckstrine) qui reconnait probablement des phospholipides membranaires (Capeau,
2003). Par leur domaine PTB (phosphotyrosine binding), adjacent au domaine PH, les ISR
se fixent sur la tyrosine 960 du récepteur de I'insuline (RI). La tyrosine 960 est alors
phosphorylée par I'intermédiaire de leur domaine PTB (Capeau, 2003) (Figure 13).
L’ extrimité C-ternminale de la IRS, se trouve a proximité du domaine tyrosine kinase du
RI, ce qui va induire la phosphorylation des résidus specifiques qui se trouvent sur IRS.
Les protéines IRS ainsi phosphorylées sont a leur tour reconnues par les domaines SH2
(src homology 2) de protéines relais (Ia sous-unité régul atrice de la phosphatidyl-inositol 3
(PI3) kinase, les protéines adaptatrices Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) et
Crkll, la tyrosine-kinase Fyn et la phosphotyrosine phosphatase SHP2 (SH2 domain
protein tyrosine phosphatase-2) (Rains, 2011).
A- La PI3 kinase, activée par IRS1 et 2, phosphoryle en position 3 les
phosphoinositides membranaires, ce qui va permettre de créer des sites de reconnaissance
pour d autres kinases cellulaires telles que la protéine kinase B (PKB)/Akt et la PDK1/2
(3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1/2).
La PKB activée par phosphorylation va & son tour phosphoryler et activer d’autres relais
intracellulaires impliqués en priorité dans les effets métaboliques de |I"’hormone: la
glycogéne synthase 3 kinase (GSK3)-b , la kinase p70rsk, le facteur 4E-BP1 (4E binding
protein 1), lakinase mTOR (mammalian target of rapamycin) (Capeau, 2003)
La voie PI3 kinase/PKB intervient également dans le contrdle négatif de |’ expression
génique: en phosphorylant les facteurs de transcription de la famille Forkhead, tels que
FKHR. Elle permet ainsi leur rétention dans le cytosol et les empéche d’ activer, au niveau
nucléaire, leurs genes cibles tels que celui de I’enzyme clé de la néoglucogenese, la
phosphoénol pyruvate carboxykinase (Rains, 2011).
Par lavoie PKB, I’insuline exerce un effet anti-apoptotique en phosphorylant et inhibant le
facteur pro-apoptotique Bad (Raith et Zick, 2001 ; White, 2002).
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B- L’ activation de la voie MAP kinase de déroule en partant du recepteur d’isuline,
selon deux voies (Raith et Zick, 2001 ; White, 2002) : a)via les protéines IRS, la liaison
de I’adaptateur Grb2 sur des phosphotyrosines specifiques permet d activer le facteur
d’ échange nucléotidique SOS (son of sevenless) qui active la petite protéine G Ras dans la
membrane plasmique en stimulant |’ échange du GDP contre le GTP. Ras active la kinase
Raf, qui phosphoryle alors et active la MAP kinase (MEK) responsable de I’ activation par
phosphorylation des deux MAP kinases, ERK1 et 2 (extracellular signal-regulated kinase).
Cedlles-ci vont activer la kinase p90rsk impliguée dans la synthése protéique et vont entrer
dans le noyau afin de phosphoryler et activer des facteurs de transcription tels que p62TCF
impliqués dans la prolifération et la différentiation cellulaire. b) Une deuxieme possibilité
de mise en route de la voie MAP kinase mis en jeu la tyrosine 960 les proténes
adaptatrices de la famille SHC (src homologous and collagen protein) , eles-mémes

reconnues par la protéine Grb2 activant lavoie Ras (Capeau , 2003).

Enfin, la régulation de I’action de I’'insuline passe par la dégradation de I'insuline : le
complexe ligand-récepteur est internalise et transporté vers les lysosomes ou I’ insuline est

dégradée et |es récepteurs sont recyclés (Car pentier, 1994).
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Figurel3 : Voies de signalisation du récepteur de I’insuline (D’ aprés Capeau, 2003)

g) Effets métaboliquesdel’insuline
L’insuline a une action hypoglycémiante. Elle agit en favorisant la captation de nutriments
(glucose, acides gras, acides aminés) par les cellules, en accélérant leur transformation en
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macromolécules de stockage (glycogene, triglycérides, protéines), et en freinant le
catabolisme de ces macromol écules (M oussar d, 2005).

- Effet sur letransport du glucose

Dansles cellules sensibles al’ action de I’insuline, les GLUT4 sont mobilisées sous |’ action
de I'insuline (Bogan, 2003). Dans les cellules squelettiques humaines, En présence de
I"insuline, le taux des GLUT4 au niveau de la membrane plasmique est d’ environ 42%. Le
nombre de ces perméases dans la membrane n’ est que de 13%, dans les conditions basales
(Stuart, 2009). L’isuline permet aussi |’augmentation du nombre des GLUT12 dans la
membrane plasmique. Cependant, elle ne modifie pas le nombre des GLUT1 au niveau
membranaire (Stuart, 2009)

Dans le foie, I'insuline active la glycogénogenese en activant la glycogene synthétase et en
inhibant la glycogéne phosphorylase. De plus, I’insuline freine la glycogénolyse et favorise
la glycolyse en stimulant la synthese de I'hexokinase (HK), phosphofructokinase et
pyruvate kinase. En méme temps, I’insuline ralentit la néoglucogenése en réprimant la
synthése des enzymes clés, la phosphoénolpyruvate carboxykinase, ainsi que la fructose
1,6 bisphosphatase et |a G6Pase (Perlemuter et al., 2000 ; Saltiel, 2001).

Il faut noter également que les transporteurs membranaires de glucose GLUT2 étant non
insulinodépendant, I'entrée du glucose dans |’ hépatocyte via ces transporteurs n'est pas
contrélée par I'insuline. Ces transporteurs sont activés lors de |’ élévation de la glycémie en

période postprandiale (Perlemuter et al., 2000).

- Effet sur letissu adipeux
L’insuline active la lipogenése en stimulant la synthése des enzymes de synthése des
lipides, acétyle CoA carboxylase. Dans le muscle lisse, le ceeur et le foie, elle réduit la
captation des acides gras libres (AGL). Dans le tissu adipeux, €lle bloque lalibération de la
lipoprotéine Kinase qui, dans le sang, hydrolyse les triglycérides (Saltiel, 2001 ;
Moussard, 2005).

- Effet sur lemétabolisme des acides aminés
L’insuline agit aussi sur le métabolisme des acides aminés (Proud, 2006). Il a été
démontré que I’insuline stimule la captation des acides aminés viala membrane plasmique.
Elle agit aussi sur la synthése protéique en stimulant la transcription et la traduction suite &
son action sur lavoiePl3Kinase (Proud, 2006 ; Henri, 2011).
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- Effet sur le systéme cardiovasculaire
Parmi les actions de I'insuline, on note son effet sur le systéme cardiovasculaire. En effet,
I"insuline a un effet vasocontractile (Muniyappa, 2007). L’ action sur la vasodilatation de
I"insuline est médiée par la voie de signalisation de la PI3K, qui régule I’expression de
I’eNOS (Endothelial nitric oxide synthase) dans |’endothélium vasculaire. Des doses
supraphysiologiques d’'insuline, par exemple lors dun clamp eulycémique
hyperinsulinémique, modulent la vasodilatation dans |e muscle squel ettique en agissant sur
la synthese de NO. Par ailleurs, I'insuline diminue la contractilité des cellules musculaires
lisses en régulant la concentration en calcium cytosolique. Inversement, I'insuline
intervient dans la vasoconstriction des vaisseaux périphériques en stimulant I’ activité du

systeme nerveux sympathique (M uniyappa, 2007; Henri, 2011).

2. Phytothérapie

Selon I’ organisation mondiale de la santé, la médecine traditionnelle est un terme global
utilisé pour décrire a la fois les thérapies non médicamenteuses qui sont administrées
principalement sans usage de médicaments, comme dans le cas de I’acupuncture, des
thérapies manuelles et des thérapies spirituelles et les systemes de médecine traditionnelle
qui comportent diverses formes de médecine indigéne. Cette médecine impligue I’ usage de
médicaments a base de plantes, parties d’animaux et/ou minéraux ...etc. Ces médecines
sont souvent appelées médecines « complémentaires », « aternatives » ou « non
conventionnelles» (OM S, 2002).

La phytothérapie consiste, donc, en le traitement des maladies par des plantes a propriétés
thérapeutiques (plantes médicinales). Ces plantes ont été considérées comme des remedes
pour soulager les troubles physiologiques des personnes durant des siécles (Bézanger -
Beauquesne et al., 1986). Les plantes médicinales sont une source inépuisable de
substances biochimiques susceptibles de procurer des effets curatifs appréciables
(Eddouks et al., 2007). Plus de 11% des 252 medicaments, considérés comme essentiels
par I'OMS, sont exclusivement produits a partir de plantes médicinales (Rates, 2001). Ces
plantes médicinales trouvent toujours leurs places et indications thérapeutiques dans le
traitement de nombreuses maladies y compris dans |le monde occidental (Eisenberg et al.,
1993; De Smet, 2002). Ceci est du certainement a I'échec dans plusieurs cas des
traitements pharmaceutiques conventionnels, en particulier dans le traitement des
pathologies chroniques et aux fortes incidences des effets secondaires des produits

pharmaceutiques. Dans les pays en voie de développement, |'insuffisance des
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infrastructures sanitaires renforcent la demande et I'utilisation des de la médecine
naturelle, complémentaire ou paralléle pour se soigner (Eddouks et al., 2007).

2.1. Phytothérapie et diabéte

Depuis I’antiquité, on a traité le diabéte par des plantes médicinales. Le traitement
traditionnelle de cette maladie éait centré sur le traitement de ses symptomes telles que la
soif et lapolyurie (Bailey et Day, 1989 ; Eddouks et al., 2002 ; Grover et al.,2002). Des
études menées dans les années 80 et 90 ont indiqué que plus de 1200 especes veégétales,
soit plus de 725 genres appartenant a 183 familles, sont utilisées pour leurs propriétés
hypoglycémiantes et anti-hyperglycémiantes (Bailey et Day, 1989; Marles et
Farnsworth, 1995). L’ étude menée par Marles et Farnsworth en 1995, amontré aussi que
les investigations ethnopharmacol ogiques ont été centrées sur la validation expérimentale
des propriétés curatives, traditionnellement attribuées a ces remédes. Dans 81 % des cas,
les indications traditionnelles de plantes antidiabétiques ont été expérimentalement
confirmées (Marles et Farnsworth, 1995). Certaines de ces plantes, dont I’ activité
pharmacologique a été confirmée sur des modeles animaux, ont également fait |’ objet de
plusieurs études cliniques. Pour plusieurs plantes, les composés actifs responsables de
I’activité pharmacologique ont été identifiés et isolés et les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans les effets thérapeutiques ont éé partiellement ou
completement éucidés (Ernest, 1997; Eddouks et al., 2007). Actuellement, d autres

plantes et molécules actives font I’ objet de plusieurs éudes.

2.2. Plantes médicinales utilisées dans le traitement du diabéte du type 2

Plus de 75% des diabétiques de type 2 utilisent les plantes médicinales en association avec
les médicaments synthétiques. Alors que 10% uniquement des diabétiques de type 1
utilisent les plantes médicinales combinées avec le traitement par I'insuline (Eddouks et
al., 2002). Magré le développement considérable dans la recherche de nouvelles
mol écules a effet hypoglycémiant, la découverte d’ un produit de remplacement botanique
pour I'insuline semble peu probable, mais les traitements traditionnels peuvent fournir des
indices valables pour le développement de nouveaux agents hypoglycémiants oraux a
partir de plantes (Bailey et Day, 1984). Parmi ces plantes on site les plus employées mais

aussi les plus étudiées :

a) Olea europea: I'olivier, Olea europea, est de la famille des Oléacées. L'arbre
d olivier est typiquement méditerranéen. 1l se caractérise par un fruit; I’ olive, dont

I"huile est une composante essentielle. La feuille d olivier est riche en triterpenes
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tel I'acide oléanolique, flavonoides, sécoiridoides dont I’ oleuropéoside, et en acides
phénoliques (Ghedira, 2008). L’utilisation de la feuille de I'olivier contre le
diabéte a été confirmée expérimentalement chez |I’animal ou I’ extrait des feuilles
inhibe I" hyperglycémie et le stress oxydatif chez les sujets diabétiques. (Ferhi et
al., 1994). Ces effets sont dus aux composés |’ oleuropéoside et I’ acide oléanolique
présents dans les extraits (Goetz, 2007). L’oleuropéoside (Figure 15) exerce une
activité hypoglycémiante et antioxydante et reduit ainsi les complications du
diabéte (Gonzalez et al., 1992, Satoa et al., 2007). L’effet hypoglycémiant
pourrait s'expliquer par une amélioration de la sécrétion de I'insuline ou bien par
une augmentation du transport périphérique du glucose. L’ action antioxydante est
exercée notamment vis-avis de I'’oxydation des LDL-cholestérols qui sont a
I’ origine de |’ altération des tissus vasculaires au niveau des artéres et, de ce fait, de
|’ athérosclérose (Ghedira ,2008).

Figure 14 : Structure chimique de I’ oleuropéoside.

L’ acide oléanolique est un triterpéne (Figur e 16) agoniste du récepteur TGR5. Son
action est équivalente a celle des acides biliaires (Satoa et al., 2007). Il permet
I augmentation de |’ utilisation du glucose au niveau mitochondria et la sensibilité a
I"insuline (Satoa et al., 2007).

Figure 15 : Structure chimique de I’ acide ol éanolique.
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En plus de ces deux composes, |I"huile d’ olive est recommandée pour e traitement
de différentes pathologies dans lesquelles la fonction pancréatique est altérée,

notamment |’ insuffisance pancréatique (Ghedira, 2008).

Eugenia jambolana : Cette plante appartient a la famille des myrtacées. Elle est
connue, dans la médecine traditionnelle, par ses activités antidiabétiques. Les
graines d’ Eugenia jambolana sont riches en acaloides, flavonoides, saponines et en
terpenes (Eddoukset al., 2007).

Trigonella foenum-graecum : Le fenugrec, Trigonella foenum-graecum, fait partie
de la famille des Fabacées. Elles sont cultivées principalement en Asie, dans les
régions méditerranéennes et en Afrique du nord. Les composantes essentielles de
I’extrait des graines du fenugrec sont les alcaloides (trigonelline), les flavonoides,
les acides aminés (4 hydroxyisoleucine, arginine, tryptophane) et les oligo-éléments
(Anwar et al., 2011). Les résultats de certaines études, réalisées in vivo afin
d évaluer les effets de I’ extrait des graines de fenugrec, montrent d’ une part que la
trigonelline inhibe [|’absorption intestinale du glucose e que le 4-
hydroxyisoleucine améliore la sécrétion de I'insuline (Eidi et al., 2007) et d'une
autre part, I'administration de I'extrait des graines de fenugrec a des rats
diabétiques entraine une diminution significative de polydipsie, de polyurie, de
glycosurie et de I’hyperglycémie (Eidi et al., 2007). L’extrait présente aussi un
effet nephroprotecteur pendant le diabéte (Shetty et Salimath ,2009).

Allium sativum: Cette plante potagere qu'on appelle I'al, Allium sativum,
appartient a la famille des Alliacées. L’ail contient des composés soufrés (alicine)
qui sont responsables de la majorité de leurs propriétés pharmacol ogiques (Abena
et Willem, 2004). Les travaux de Chandra et ses collaborateurs (2007), ont permis
de traiter 3 groupes de rats diabétiques par I'insuline, le gibenclamide, un
hypoglycémiant oral insulinosécréteur, et par I'extrait d'ail. L’analyse du serum
sanguin de ces rats a révéléune diminution du taux de la glycémie et une
augmentation du taux de I'insuline pour les 3 groupes de rats, ains qu’ une
augmentation de |’expression des enzymes a activité antioxydante (catalase,
glutathion réductase, glutathion peroxydase et superoxide dismutase) pour le
groupe de rat traité par I’ extrait d’ Allium sativum. Les résultats de cette expérience
montrent que I’extrait d’ail excerce un effet antidiabétiqgue en augmentant la

synthése de I’insuline par les cellules B pancréatiques. Le mécanisme de ce
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processus n'est pas encore connu. D’une autre part, il a é&é noté qu'il y avait une
réduction des complications diabétiques par |’ action des enzymes antioxydantes sur

les especes oxygénés (Chandra et al., 2007).

Allium cepa: I’ Allium cepa ou I’ognion fait partie de la famille des Alliacées et
couramment utilise en médecine traditionnelle pour combattre de nombreuses
infections (Ye et al., 2013), réduire le taux de cholestérol (Kumari et Augusti,
2007 ) et contre le diabete (Eidi et al., 2006 ; Badol et al., 2013). L’oignon
renferme de la vitamine C, du souffre et des sels minéraux (dont un taux intéressant
de K) (Chop et Terry, 2009). Il contient également des flavonoides aux propriétés
antioxydantes comme la quercétine et des composés protidiques dont des acides
aminés soufrés (principalement des acides aminés cystéine-sulfoxyde) (Suzuki et
al., 2013). Les propriétés hypoglycémiantes de I’ oignon ont été mises en évidence
chez I'animal et chez I'homme (Sateesh et al., 2013). L’oignon présente
également des effets bénéfiques sur certaines complications ou troubles associés au
diabete td que [I'hypercholestérolémie et les risques cardiovasculaires
(Mukhurjee, 2003).

Enicostemma littorale Blume: cette plante est utilisée en Inde dans plusieurs
traitements. Elle est également employée comme agent antidiabétique (Atta-ur-
Rahman et Zaman, 1989). Des études ont été réalisées en traitant des rats
diabétiques par I’ extrait aqueux d’Enicostemma littorale Blume. Les résultats ont
montré une diminution du taux de glucose sanguin, du taux d'HbAlc et de
I’activité de I’enzyme G6Pase du foie, ains qu’'une augmentation du niveau de
I"insuline (Maroo et al., 2003). L’incubation, in vitro desilots de Langerhans avec
I’extrait agueux de cette plante a engendré |’augmentation de la sécrétion de
Iinsuline (Marro et al., 2003). L’effet hypoglycémiant d’ Enicostemma littorale
Blume est d0, d'une part, ala stimulation de la sécrétion de I’insuline et d’ une autre
part & la diminution de la production hépatique de glucose par I'inhibition de
I”’enzyme G6Pase (M ar oo et al., 2003).

Globularia alypum: la globulaire, Globularia alypum, de la famille des
Globulariacées, est utilisée par les diabétiques pour ses effets hypoglycémiants
(Eddouks et al., 2002). L’administration par voie orale de |’ extrait agueux des
feuilles de la globulaire aux rats diabétigues a montré une augmentation de la

concentration plasmatique de I'insuline. De ce fait, le mécanisme d activité
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possible de globulaire est d’inciter les cellules B du pancréas a augmenter la

synthése de I’insuline (Jouad et al., 2002).

Salvia officinalis: la sauge, Salvia officinalis, de la famille des Lamiacées, a été
utilisée dans la phytothérapie traditionnelle contre une série de maladies parmi elles
le diabéte (Alarcon-Aguilar et al., 2002). L’administration par voie orale de
I’extrait des feuilles de la sauge aux rats diabétiques a montré une diminution
significative du taux de glucose, des triglycérides, de I’ urée, de I’ acide urique et de
la créatinine, ainsi qu’ une augmentation du taux de I'insuline dans le sérum (Pam
et Saravanan, 2002). L’ augmentation du niveau de I’insuline pourrait étre du a une
substance présente dans I'extrait qui stimule la sécrétion de I'insuline ou qui
protége les cellules B contre les détériorations et les maintiennent actives pour
produire del’insuline (Szkudelski, 2001). Ce compose pourrait étre responsable de
la réduction I’ hyperglycémie et de I’ activation de la lipase (Eidi et Eidi, 2005).
Cette derniére action permis I’ hydrolyse des triglycérides en acides gras qui seront
captés par les adipocytes, réduisant de ce fait I’ hypertriglycéridémie (Eidi et Eidi,
2009). La réduction de I’urée, de I’ acide urique et de la créatinine témoigne de
I’ effet positif de |’ extrait sur le fonctionnement rénal (Eidi et Eidi, 2009).

Vaccinium angustifolium : la myrtille, Vaccinium angustifolium, de la famille des
Ericacées est utilisée pour son effet antidiabétique (Blumenthal et al., 1998 ;
Chambers et al., 2003 ; Martineau et al., 2006). Les extraits de plusieurs parties
de cette plante possedent une teneur peu importante en flavonoides alors que les
fruits présentent une teneur éevée en ces composés, notamment en anthocyanines
(Grace et al., 2009). Dans une étude intéressante, |’effet hypoglycémiant de
I’extrait enrichi en flavonoides a été évalué en administrant chez des rats rendus
diabétiques par la streptozotocine. L’effet est comparé a celui obtenu par
I’administration d'une préparation artificielle d anthocyanines constituée de
malvidine-3-O-glucoside et delphinidine-3-O-glucosidene. Ceci a permet de
constater que I'extrait de fruits avait un effet hypoglycémiant significatif
comparable a celui obtenu par la préparation d anthocyanine. L’administration
individuelle des deux substances (malvidine-3-O-glucoside et  delphinidine-3-O-
glucoside) a deux groupes de rats diabétiques différents a révélé que la malvidine-
3-O-glucoside (Figure 17) éait significativement hypoglycémiante alors que la
delphinidine-3-O-glucoside ne |’était pas (Grace et al., 2009). L’analyse du
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contenu de I’ extrait par HPLC et MS/M'S a montré la présence de la malvidine-3-
O-glucoside en concentration importante. De ce fait, |’ activité hypoglycémiante de
la myrtille serait due a la malvidine-3-O-glucoside, mais son propre mécanisme
d action n’est pas encore élucidé (Grace et al., 2009).

Figure 16 : Structure chimique de la malvidine-3-O-glucoside.

Galega officinalis: le galéga, Galega officinalis, de la famille des Fabacées, est
intéressant dans le traitement du diabéte. 1l est connu aujourd hui que Galega
officinalis est une source naturelle des guanidines précurseurs de la synthése de la
metformine (Goetz et Le Jeune, 2008). Le galéga est riche en galégine
(isoamyléne guanidine), un alcaloide, qui diminue fortement le taux de glucose
dans le sang, augmente la production de I'insuline par le pancréas et active la
lipogenese (Goetz, 2007).

Costus speciosus: cette plante appartient a la famille des Costacées, employée
couramment dans la médecine indienne pour traiter divers maladies y compris le
diabete (Daisy et al., 2008). L’ extrait de la racine de Costus speciosus est riche en
un composeé sesquiterpénique, I’ Eremanthine (CysH2002) (Figure 18) (Eliza et al.,
2009). L’administration par voie orale de ce composé a diminué de maniere
significative le taux de glucose, de I'HbAlc, du cholestérol total, d’'LDL-
cholestérol, des triglycérides et, au méme temps, il a augmenté le taux de I’insuline
plasmatique, le glycogene dans les tissus et I'HDL-cholestérol (Eliza et al., 2009).
Il a été suggéré que |I’Eremanthine pourrait exercer |'effet similaire a celui de
I"insuline, en favorisant le captage du glucose par les tissus périphériques et en
empéchant la gluconéogenese hépatique ou par stimulation de la sécrétion de
I’insuline par les cellules B du pancréas (Ali et al., 1993; Gray et al., 2000).

30



Revue bibliographique

Figure 17 : Structure chimique de I’ Eremanthine.

[) Ajugaiva: I'ivette, Ajuga iva, fait partie de lafamille des Lamiacées. L’ analyse de
I’extrait aqueux de cette plante a indiqué que les flavonoides en sont les
congtituants principaux et qui pourraient étre responsables de |'effet
hypoglycémiant (Bennaghmouch et al., 2002 ; Taleb-Senouci et al., 2009).
L’administration de |’extrait d’Ajuga iva a des rats diabétiques a produit une
diminution significative du taux de glucose mais sans aucune modification de la
concentration en insuline plasmatique (T aleb-Senouci et al., 2009). Il a é&é suggéré
que I’extrait de I'ivette pourrait mimer le mécanisme principal de I'insuline en

augmentant | utilisation périphérique du glucose (El Hilaly et L youssi, 2002).

m) Momordica charantia : e concombre amer, Momordica charantia, appartient a la
famille des cucurbitacées. L’extrait de cette plante contient des composantes
possédant des propriétés hypoglycémiantes telles que I'acide oléanolique 3-O-
glucuronide et la momordine (Grover et al., 2002). L'extrait de la Momordica
charantia augmente de maniere significative la sensibilité a l'insuline et réduit
I” hyperglycémie. Les chercheurs ont suggéré que le concombre amer exerce des
effets semblables aux sensibilisateurs conventionnels de I'insuline (exemple les
TZDs), qui agissent en tant qu'agoniste de PPARy qui régulent les génes impliqués
dans le métabolisme des glucides (Maggs et al., 1998 ; Saleh et al., 1999). Ils ont
démontré aussi que I’administration de I’ extrait de cette plante réduit I’ expression
de la leptine et améliore I’expression de I’ adiponectine (Maeda et al., 2001). Le
concombre amer augmente également le nombre des GLUT4 sur la surface des
cellules, favorisant ainsi |’absorption du glucose dans le tissu périphérique, en
particulier le muscle squelettique d’ ot une amdioration de la sensibilité al’insuline
(Klip €t al., 1994 ; Wang €t al., 1999). Il a été suggéré que cette plante pourrait
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étre un autre candidat pour la protection contre le diabéte de type 2 (Shih et al.,
2009).

Nigella sativa : Nigella sativa appartient a la famille des Ranunculacées. Elle est

réputée pour ses vertus thérapeutiques diverses et les graines sont la partie utilisee
(Ahmed et al., 2013). L’effet hypoglycémiant de Nigella sativa a fait I'objet de
nombreuses études dans lesgquelles différents extraits ont été testés et plusieurs
meécanismes selon lesquels ces extraits agissent ont été dévoilés. A titre d’exemple,
L’extrait agueux, I’huile et la thymoquinone, composé majoritaire de I huile
essentielle des graines de Nigella sativa, admis a des rats rendus diabétiques par |a
streptozotocine, permettent de réduire significativement la glycémie et d’ augmenter
d’une maniere significative I’insulinémie (Abdelmeguid et al., 2010). Dans une
autre étude, on a démontré que |’ extrait ethanolique de Nigella sativa normalise la
glycémie chez des Mériones de shaw diabétiques et ce par I’amélioration de la
sensibilité a I'insuline (Benhaddou-Andaloussi et al., 2011) le mécanisme
impliqué est I activation de la phosphorylation de ACC (Acetyl CoA Carboxylase) ,
constituant majeur de la voie de signalisation de I'insuline indépendant de la
I’AMPK (Benhaddou-Andaloussi et al., 2011). Les GLUT4 musculaires semblent
étre aussi activés par I'extrait ethanolique des graine de Nigella sativa
(Benhaddou-Andalouss et al., 2011). Selon Meddah et ses collaborateurs,
I’ extrait aqueux a un effet hypoglycémiant post-prandiale (M eddah et al., 2009).

Autres plantes: Le tableau 2 présente d’ autres plantes ayant un effet Hypoglycémiant.

Tableau 2 : Autres plantes utilisées pour le traitement du diabéte de type 2.

Nom scientifique

Nom commun

famille

Partie utilisée

Référence

Capparis spinosa
Origanumvulgare
Artemisia herba-alba
Zingiber officinale
Juglansregia
Eucalyptus globulus
Fumaria officinalis
Ruta graveolens
ZizZiphus mauritiana
Bergenia ciliata

Berberis aristata

Cépres
Origan
Armoise
blanche
Gingembre
Eucalyptus
Fumeterre
Rue
Jujubier
Bergénie

Berbéris

Capparidacées
Lamiacées
Composees
Zingibéracées
Juglandacées
Myrtacées
Fumariacées
Rutacées
Rhamnacées
Saxifragacées

Berbéridacées

Fruits
Feuilles
Parties aériennes
Rhizomes
Feuilles et écorces
Feuilles et fleurs
Racines
Parties aériennes
Feuilles
Rhizome

Racine

Eddouks et al., 2004.
Lemhadri et al., 2004.
Eddouks et al., 2007.
Eddouks et al., 2007.
Vanet, 1992.

Grover et al., 2002.
Djerroumi et Nacef, 2004.
Djerroumi et Nacef, 2004.
Diallo et al., 2004.
Bhandari et al., 2008.
Singh et Kakkar, 2009.
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2.3. Substances végétales susceptibles d’agir sur le diabéte detype 2

a) Neferine (CzgHN2Og) : La neferine est un alcaloide (Figure 19) isolé des graines de
Nelumbo nucifera Gaertn. La neferine, comparée a la rosiglitazone, montre une efficacité
semblable vis-avis de I’amélioration de la sensibilité a I'insuline (Pan et al., 2009).
L’administration de la neferine entraine une diminution du taux de glucose, de
triglycérides et de TNFa dans le sang et une augmentation de la synthése de I’insuline. Le
meécanisme fondamental par lequel la neferine réduit la résistance a I'insuline est di a
I’activation du récepteur PPARy et a la stimulation de la sécrétion de 1’insuline par les

Tlots de Langerhans (Pan et al., 2009).

Figure 18: Structure moléculaire de la neferine.

b) Les composés phénoliques: des acides phénoliques diététiques, tels que l'acide
chlorogénique, I'acide cafféique, I’acide catéchique, les tannins et I'acide gallique,
réduisent I’absorption du glucose intestinale en favorisant la dissipation du gradient
éectrochimique de Na" qui fournit I’ énergie d'entrainement nécessaire pour le transport du
glucose (Kobayashi et al., 2000, Kwon et al., 2007). L’écalle des graines de millet
contiennent un mélange complexe de plusieurs composés phénoliques, appartenant a
différentes classes, inhibiteurs non-compétitifs des enzymes d’hydrolyse des glucides (a-
glucosidases et a-amylase) (Shobana et al., 2009). Elle Permet de ce fait de retarder
I'absorption intestinale du glucose e meéne a la suppression de |’augmentation

postprandiale du glucose sanguin (Shobana et al., 2009).

En 2007, des chercheurs américains ont étudié I’ effet des flavonoides sur les transporteurs
du glucose et du fructose au niveau de I'intestin gréle (Kwon et al., 2007). Ces
transporteurs sont les GLUT2 (transporteurs du glucose et du fructose), les GLUT5
(transporteurs du fructose seulement) et les SGLT1 (co-transporteur Na'/glucose; qui
transportent le glucose seulement). Ces transporteurs ont été exprimés sur la membrane des
oocytes des xenopus et c’en y injectant les ARNmM de ces transporteurs. Les oocytes ont

été, par la suite, traités avec des flavonoides (quercétine, rutine, isoquercitrine, et
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spiracoside). Les résultats ont montré une inhibition importante de |’ absorption du glucose
et du fructose pour les oocytes traités avec la quercétine (quercétine ou quercétine
glycosylée) (Kwon et al., 2007). La quercétine, comparée aux autres flavoinoides testés
dans cette éude, est le flavonoide le plus actif. Elle inhibe le transport des deux sucres: le
glucose et le fructose (Kwon et al., 2007). Dans d’ autres études aussi, il a été démonté que
la quercétine diminue sensiblement I’ absorption intestinale du glucose (Song et al., 2002,
Cermak et al., 2004).

En plus de I'inhibition des GLUT2 de la surface apicale de I’intestin par la quercétine, il
est possible que cette derniére soit transportée via les anthérocytes, inhibe aussi les GLUT2
du niveau basale, réduisant ainsi I'arrivé du glucose et du fructose transportés par les
GLUTS et les SGLT1 au niveau apicale vers la circulation sanguine (Kwon et al., 2007,
Johnston et al., 2005). L’ absorption du glucose et de la quercétine par ces oocytes serait
selon des mécanismes différents: le transporteur de la quercétine n'est pas le GLUT2.
Cette derniére inhibe de fagon non compétitive les GLUT2. Lafigure 20 résume |’ effet de
la quercétine ou la quercétine glycosylée dont leurs transporteurs sont encore non connus
(Kwon et al., 2007).

Figure 19 : Inhibition de I’ absorption intestinale du glucose et du fructose sous I’ effet de la
quercétine sur les GLUT2 (D’ aprés Kwon et al., 2007).

c) Flavonoides: les flavonoides dont la rutine et la quercétine (Figure 22), sont les
molécules qui présentent des effets antidiabétiques intéressants (Prasath et Subramanian,
2001).
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Figure 20 : Structure moléculaire de la quercétine (a) et delarutine (b)

Les flavonoides permettent :

- Laréduction du taux d'LDL, VLDL et de TG. Les mécanismes de cette baisse de taux
deLDL, VLDL et de TG ne sont pas encore dlucidés (Sharma et al., 2008a).

- La réduction du taux de glucose sanguin : cet effet aurait été la conséguence soit de
I’augmentation de I’expression des GLUT4 qui permettent le captage du glucose au
niveau des tissus musculaire et adipeux soit de I’ activation de |’hexokinase (HK) qui
catalyse la conversion du glucose en glucose 6 phosphate au cours de la glycolyse.
L’ activité de I'HK est déterminée par la réduction du taux de NAD™ qui se transforme
en NADH,H" au cours de la déshydrogénation de 3 phospho-glycéraldéhyde en 1-3 di
phospho-glycérate lors de la glycolyse (Sharma et al., 2008 a et b).

- L’ Inhibition de la G6Pase qui catalyse la conversion du glucose 6 phosphate en glucose
et I'inhibition de la phosphoénolpyruvate carboxykinase afin d'inhiber la
neoglucogenese.

- L’Augmentation de la sécrétion de l'insuline par les cellules B pancréatiques (Sharma
et al., 2008 b, Prashath et Subramaian, 2011). Lafigure 23 montre la différance entre
le pancréas d'un rat diabétique (a) et celui d’'un autre rat diabétique traité par |’ extrait
riche en flavonoides des graines d’ Eugenia jambolana (b) (Sharma et al., 2008 b)

- La réduction des complications liées au diabete: Réduction de |’accumulation du
sorbitol au niveau de certains organes a cause d’une activité plus éevée de I'’enzyme
aldose réductase (AR).Il s agit de la cause principale des complications rétinopatiques,
neuropatiques et nephropatiques. L’ extrait riche en flavonoides des graines d Eugenia
jambolana induit une réduction de I’expression de I’AR permettant de réduire les

complications secondaires (Sharma et al., 2008 a )
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Figure 21 : Photomlcrographle du pancréas d'un rat dlabethue (@) et d'un autre rat

diabétique traité par I'extrait riche en flavonoides des graines d Eugenia
jambolana (b). Lafléche(1) indique larégion dilot de Langerhans.

-Les flavonoides de cette plante induisent la prolifération des cellules f du pancréas.
L’ augmentation du nombre des ces cellules, peut ére al’origine de |’ augmentation de la
sécrétion de I’insuline (Sharma et al., 2008).

d) Terpénes: le cacalol, I’ acétate de cacalol, le cacalone et I’ epicacalone (Figur €20) sont
des sesquiterpénes, présents dans la racine et le rhizome de Psacalium decompositum
(Compos et al., 2009). Ce sont des insulinosécréteurs qui bloquent les canaux potassium
ATP dépendant d'une maniéere semblable au sulfonylurée glibenclamide. Cependant, des
données controversées indiquent que ces sesguiterpenoides sont moins efficaces que le
glibenclamide dans la diminution des taux de glucose plasmatique, suggérant qu'ils
puissent montrer une affinité plus élevée ala sous-unité SUR2 (sulfonylurea receptors) liée
aux sous unités protéiques du cana potassique ATP dépendant dans le muscle lisse

aortique qu'a la sous-unité SUR1 des cellules B pancréatiques (Campos et al., 2009).

/K -0
Py,
1, R=OH 2 R,=Me, R,= OH
1a R= OCOMe 2a R,= OH, R,= Me:

Figure 22 : Structure chimique du cacalol (1), acétate de cacalol (1a), cacalone (2) et
epicacalone (2a).
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€) Zinc: le gene du récepteur de I'insuline comprend une protéine, la Spl, treés sensible a
I’ oxydation. Son oxydation diminue son activité sur le géne du récepteur de I'insuline, ce
qui peut diminuer la synthése et |e renouvelement de ce récepteur (Wester et al., 2001). Le
zinc intervient de fagon tres importante car son absence aggrave |’ oxydation de cette
protéine, ce qui entraine |’ aggravation de I’insulinorésistance. Le zinc est présent dans les
flots de Langerhans pour les protéger du stress oxydant (Webster et al., 2001, Beletate et
al., 2007).

3. Nigella sativa

3.1. Généralitéssur la plante

Les nigelles dicotylédones, sont des plantes herbacées au feuillage finement découpé, de la
famille des Renonculacées, appartenant au genre Nigella (tableau 1), du latin « Nigella »
lui-méme de « niger » signifiant noir en référence ala couleur des graines des espéces de
ce genre (Guignard, 2001). Les nigelles sont des plantes annuelles a courte demi-vie et a
court cycle de régénération. Ce sont des plantes typiques des sols naturels semi-arides. |l
en existe une vingtaine d'espéces, Nigella sativa , Nigella damascena , Nigella arvensis,
Nigella integrifolia, Nigella nigellastrum, Nigella gallica, Nigella glandulifera, Nigella
Hispanica, Nigella Orientalis...(Figure 24)(Heiss et al., 2011), toutes originaires dEurasie
(Nickavar et al., 2003 ; Tian et al., 2006).

a

Figure 23: Graines de quel ques espéces de Nigella; a: N. arvensis, b : N. damascena, ¢ : N.
hispanica, d : N. integrifolia, e: N. nigellastrum, f : N. sativa, g : N. Orientalis (
D’apresHeiss et al., 2011).

Nigella sativa est une plante d'un grand intérét medical, elle appartient a la famille des
ranunculacées et cultivées dans différents pays surtout dans le bassin méditerranéen et en
Inde (Ghedira, 2006, Piras et al., 2013 ). La plante est connue encore sous différentes
appellations (nigelle, cumin noir, poivrette, tout épices, quatre épices, sinoj, kamun
assouad, habat el-baraka, el-haba el-saouda etc.). La plante, qui fleurit en juin/juillet, est
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verte avant maturation et brunétre aprés. Par leur nature aromatique, les graines de Nigella
sativa sont tres utilisées comme épices de cuisson, dans les préparations des sirops, en
patisserie et boulangerie et récemment en industrie pharmaceutique (Atta, 2003). Ces
graines sont largement utilisées en médicine traditionnelle depuis des siecles, a travers le
monde, contre une multitude de maux (Piras et al., 2013). Notre prophéte Mohammed
(que la priére et le salut d’Allah soient sur lui) nous a en effet enseigné depuis plus de
quatorze siécles que "la graine de nigelle" était un remede contre tous les maux et a dit:
"Soignez-vous en utilisant la graine de nigelle, c'est un remede contre tous les maux a

I’ exception de lamort”.

3.2. Description botanique de la plante

Nigella sativa est une plante annuelle herbacée de 20 a 40 cm, a rameaux se réunissant en
formant des angles tres aigus et a feuilles divisées en lobes étroits, allongés, souvent
élargies sur leur sommet. Les feuilles inférieures sont petites et pétaloides, les supérieures
longues. La plante est hermaphrodite a fleures bleues ou blanchétres, a sépales assez
brusquement rétrécis a leur base, et a pétales portant chacun au sommet deux petits
renflements arrondis, non amincis. Le fruit est une capsule formée de 3 a 6 carpelles
soudés entre eux jusqu’a la base des styles persistants. La capsule contient plusieurs
graines triangulaires blanchétres, et & maturité, elle s ouvre et les graines exposées a I’ air

deviennent noires (Bonnier, 1990) (Figure 24).

Figure 24 : Aspects morphologiques de Nigella sativa (D’ apres Boudiaf, 2006)
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3.3. Composition biochimique des graines de Nigella sativa

L’analyse des graines de Nigella sativa a permis de déterminer la teneur en eau (varie de
5.52 a 7.43%) en protéines totales (de 20 a 27%), en cendre (de 3.77 a 4.92%), en lipides
(de 34.49 a 38.72%) et en glucides (de 23.5 a 33.2%) (Atta, 2003). La composition

chimique de Nigella sativa est récapitul ée dans | e tableau ci-dessous.

Tableau 3 : Composition biochimique des graines de Nigella sativa (AL -Beitawi et al., 2008).

Composeés chimiques Teneur (%)

Eau 4,4

Matiere seche 95,6
Proténes brutes 22,75
Lipides 36,25
Glucides 32,2
Huiles volatiles 0,45
Cendres 4,86

a) Proténesde Nigella sativa
La graine de Nigella sativa est trés riche en protéines (20 a 27%). Le fractionnement des
protéines de Nigella sativa par éectrophorése en polyacrylamide dans les conditions
dénaturantes (PAGE-SDS) montre des protéines avec des poids moléculaires allant de 10 a
94 KDa (Salem, 2005). La protéine la plus étudiée jusqu’a maintenant est la lipase qui
catalyse les réactions de trans-estérification (Tuter et al., 2003).

b) Composés phénoliques

Les graines de Nigella sativa contiennent plusieurs métabolites secondaires tels que les
alcaloides, les saponines et les composes phénoliques. Les polyphénols de Nigella sativa
sont responsables des activités pharmacologiques. Ils ont éé isolés et identifiés par HPLC
(Bourgou et al., 2008). L'acide vanilligue est majoritairement présent avec une teneur
variant de 89.94 a 143.21 mg/100g de poudre. L’acide gallique est égaement un
composant prédominant (27.87 a 30.56 mg/100g de poudre). On retrouve aussi |’ acide
coumarique, acide hydroxybenzoique, acide cyringique, acide chlorogénique, acide p-
coumarique, acide feruligue mais a des taux tres faibles (Mariod et al., 2009; Bourgou et
al., 2010). Les principaux composes phénoliques de Nigella sativa sont présentés dans le
tableau 4.
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Tableau 4 : Les principaux composés phénoliques de |’ extrait méthanolique de Nigella
sativa (Mariod et al., 2009; Bourgou et al., 2008).

Composé phénolique Teneur (mg/100g de poudre de graines)
Acide cumerique 0,631
Acide hydroxybenzoique 0,19-1,73
Acide cyringique 0,125
Acide gallique 27,86 — 30,56
Acide chlorogénique 0,36-1,5
Acide vanillique 89,94 — 143,21
Acide p-coumarique 0,360
Acide ferulique 0,180
Acide trans-2-hydroxycinnamique 1,25-2,58
Acide trans-cinnamique 0,98 — 15,47

c) Flavonoides

Plusieurs flavonoides ont été isolés a partir de la plante de Nigella sativa. Les plus
abondants sont la catéchine et I’apigenine qui représentent respectivement 7,26% et
6,83%. On y trouve aussi laflavone, I'’amentoflavone, la quercitrine et I’ epicatéchine avec
des proportions respectives de 3,4%, 2,91%, 2,56% et 1,28% (Bourgou et al., 2008). Les
plus importants flavonoides, composés qui possedent de fortes propriétés anti-oxydantes,

sont représentés sur le tableau 5.

Tableau 5: Les principaux flavonoides de Nigella sativa (Bourgou et al., 2008)

Flavonoides Lateneur (mg/100g)
Quercétine 2,56
Epicatéchine 1,28
Catéchine 7,26
Apigénine 6,83
Amentoflavone 2,91
Flavone 3,4
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d) Huilesvolatiles

Les composants majeurs des huiles volatiles de Nigella sativa sont thymoquinone (27,8%
- 57%), p-cymene (7,1% - 15,5%), carvacrol (5,8% - 11,6%), t-anethole (0,25% - 2,3%) ,4-
terpineol (2% - 6,6%) et longifolene (1% - 8% ) (Figure 26) (Hosseinezadeh et
Parvardeh, 2004).

Figure 25 : Structures chimiques des principaux constituants des huiles volatiles des graines de
Nigella sativa

Le tableau suivant montre que la quantité et la nature des huiles volatiles varient selon
I’origine de la plante et la méthode d’ extraction. Ainsi, Hajhashemi et ses collaborateurs
(2004) ont identifié 20 composants dans |’ huile essentielle de Nigella sativa d'Iran. Les
congtituants maeurs sont le paracymene et la thymoquinone qui représentent
respectivement 37,3% et 13,7%. Les études de Benkaci-Ali et ses collegues (2007)
révélent, de leur coté, que le composé maeur des huiles volatiles de Nigella sativa
Algérienne est le carvacrol (12,9%), suivi par le para-cymene (8,9%) et la thymoquinone
(6,1%) (Tableau 6).
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Tableau 6 : Composition chimique des huiles volatiles de Nigella sativa Algérienne (Benkaci-Ali
et al., 2006 ; Benkaci-Ali et al., 2007) et Iranienne (Hajhashemi et al., 2004).

Composant Leteneur deshuilesvolatiles | Lateneur deshuilesvolatiles
de Nigella sativa Iranienne de Nigella sativa Algérienne

Alpha-Thujene 9,8 0,5
Alpha-Pinene 31 /

Sabinene 2,2 0,1
Beta-Pinene 34 /

Alpha-Terpinene 0,8 0,2
Para-Cymene 37,3 8,9
Gamma-Terpinene 2,0 0,6
Lina ool 9,9 1,0
Cis-Thujone 0,2 /

Camphor 0,6 0,8
4-Terpineol 1,0 0,6
Alpha-Terpineol 2,2 0,6
Thymoquinone 13,7 6,1
Bornyl acetate 0,2 0,2
Thymol 04 15
Carvacrol 1,6 12,9
alpha-Longipinene 2,1 0,2
Citrondllyl acetate 04 /

Longifolene 6.4 1,8
Davanone 0,1 /

e) Alcaloides

La graine de Nigella sativa renferme également des alcaloides telles que la nigelline, la

nigellicing, la nigélidine, la nigellimine et la N-oxy-nigellimine, |I'a-hédérine et une

saponine : onodesmosidique (Ghedira, 2006) (Figur e 26).
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Figure 26 : Structures chimiques des alcal oides de type dolabel lane diterpeniques de Nigella

sativa
f) Huilefixe

L’ huile fixe représente 36 a 38 % du poids de la graine. Elle est constituée principa ement
d esters du glycérol et d' acides gras essentiels tels que I’ acide linoléique, |’ acide oléque et
I’ acide palmitique. Lateneur en acide arachidonique varie de 0,01 a2 0,4 % et celle en acide

gamma linolénique est comprise entre 0,1 et 1 % (Atta, 2003).

3.4. Composition chimique des huiles de Nigella sativa

a) Composition en acidesgraslibres
Des travaux effectués sur les huiles fixes de Nigella sativa d’ origine Iranienne, Egyptienne
et Tunisienne (Tableau 7) montrent une variabilité des taux en différents acides gras donc
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de la composition en acides gras de cette huile. La composition en acides gras de cette
huile est fortement influencée par les facteurs de I’ environnement (sol, température...etc.).
Cependant, les acides gras majoritaires sont les acides gras insaturés quelque soit I’ origine
dela plante. Dans ces huiles, les principaux acides gras saturés sont essentiellement |’ acide
pamitique, I'acide stéarique et I’acide myristique, tandis que les acides gras insaturés
majoritaires sont I’ acide linoléique et I’ acide oléque (Atta, 2003).

Les graines de Nigella sativa sont tres riches en huile fixe. Le pourcentage des acides gras
totaux identifiés dans |” huile est de 99%. L’ acide gras insaturé majeur est I’ acide linoléique
(50.31%) suivi par I’ acide oléique (25.0%), alors que |’ acide gras saturé majeur est |’ acide
palmitique (17.2%) (Cheikh-Rouhou et al., 2007). D’une maniéere générae I'huile de
Nigella sativa contient (g/100g d’ acides gras totaux) 22.51 % d’acides gras satures, 26.47
% d acides gras mono insaturés et 50.65 % d'acides gras insaturés. Les différents acides

gras qui constituent I huile de Nigella sativa sont représentés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Composition en acides gras des huiles de Nigella sativa Egyptienne (Atta,
2003), Tunisienne (Cheikh-Rouhou et al., 2006) et Iranienne (Nickavar et
al., 2003 ; Cheikh-Rouhou et al., 2007).

Lateneur (g/100g Lateneur (%) de Lateneur (%) de
Acidegras d’acides grastotaux) de N.S Egyptienne N.Slranienne
N.S Tunisienne
Acide myristique 0,35 9,8 0,4
Acide palmitique 17,2 9,9 125
Acide palmitoléique 1,15 0,7 0,78
Acide stéarique 2,84 33 34
Acide oléique 25,0 20,1 234
Acidelinoléque 50,31 49,0 55,6
Acidelinolénique 0,34 2,7 04
Acide arachidique 0,14 0,7 0,22
Acide eicosinoique 0,32 / 31
Acide béhénique 1,98 0,8 2,6

b) Lipidesde Nigella sativa
Les huiles de Nigella sativa qui ont été extraites par deux méthodes différentes (par
pression a froid et par solvants) ont les mémes fractions lipidiques mais a des teneurs
différentes (Tableau 8). Les huiles de Nigella sativa extraites par solvant contiennent des
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lipides polaires, monoacylglycérols, diacylglyceérols, stérols libres et des esters de stérols
avec des concentrations relativement proches. La classe mageure est celle des
Triacylglycérols (63.2 %). Les huiles extraites par pression a froid sont majoritairement
composées de Triacylglycérols (57,50 %) et contiennent une faible fraction de lipides
polaires (3,70 %), des monoacylglycérols et des diacylglycérols avec des proportions
respectives 4,80 % et 5,10 %.

Il est & noter que la méthode d extraction des huiles fixes influence leurs quantités en
acides gras libres. Aingi, I’ extraction a froid montre un taux élevé en acides gras libres de
14.20 % contre 8% lorsque I’ extraction est effectuée par un solvant (Ramadan et al.,
2012). Cette différence est attribuée al’ action hydrolytique des lipases natives des graines
qui peuvent étre désactivé durant le contact de I huile avec le solvant pendant I’ extraction
(Atta, 2003).

Tableau 8: Lipides de Nigella sativa extraite par différentes méthodes (Atta, 2003).

Lipides Extraction a chaud par solvant Extraction par
apolaire (g/100g de lipidestotaux) | pression afroid (%)
Lipides polaires 4,8 3,7
Monoacylglycérol(MG) 57 4.8
Diacylglycérol (DG) 4,1 51
Triacylglycérol (TG) 63,2 57,5
Stérolslibres 50 3,0
Esters de stérols (SE) 4,4 2,5
Acides graslibres (FFA) 8,3 14,2
Inconnus 4,5 5,4

c) Composition en acides gras des classes lipidiques
L’acide linoléique est I’ acide gras prédominant dans les fractions TG (44 %), DG (37.2 %)
et les acides gras libres (30.7 %) comme le montre le tableau 9, tandis que |’acide
myristique est I’ acide gras majeur dans les fractions MG (37.8%) et SE (48.7 %) (Atta,
2003).
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Tableau 9 : Composition en acides gras des classes lipidiques de Nigella Sativa (g/100g de
lipides totaux) (Atta, 2003).

Acidegras FFA MG DG TG SE
Acide myristique 9,4 37,8 17,4 53 48,7
Acide pamitique 11,7 12,6 151 17,5 11,5
Acide pamitoléque Tr Tr 0,9 1,7 Tr
Acide stéarique 8,3 33 39 6,5 4,8
Acide oléique 28,4 10,3 14,1 15,1 7.2
Acidelinoléique 30,7 32,0 37,2 44,0 17,1
Acidelinolénique 0,7 0,5 0,7 19 11
Acide arachidique 35 Tr 0,9 1,1 4,3
Acide béhénique Tr Tr 1,3 0,9 Tr
Acide uricigue 6,6 Tr 49 2,8 3,2
Tr: Trace
d) Stérols

Des travaux effectués sur les huiles fixes de Nigella sativa d'origine Iranienne et
Tunisienne montrent une variabilité des taux en différents stérols. Cependant, le composé
majoritaire est la B-sitostérol suivi par la stigmastérol, puis la campéstérol quelque soit
I’ origine de la plante (Tableau 10). Ces phytostérols ont la capacité d inhiber I’ absorption
intestinale du cholestérol (Cheikh-Rouhou et al., 2008).

Tableau 10: Stérols I’huile de Nigella Sativa d'origine Tunisienne et Iranienne (Cheikh-
Rouhou et al., 2008).

Fractions teneure (mg/100g d’ huile) des | teneure (mg/100g d’ huile) des
stérolsde N.Stunisienne stérolsde N.Siranienne
Cholestérol 1,28 0,93
Campestérol 13,76 12,09
Stigmastérol 20,92 16,57
B-sitostérol 44,53 53,95
A7-stegmastérol 1,38 1,60
A7-avenastérol 2,24 1,17
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€) Composition en vitamines et f-caroténe

L’huile de Nigella Sativa contient une concentration tres importante en vitamine K1

(1162pg), alors que les tocophérols totaux et la B-caroténe ont des concentrations tres

proches, comme le montre le tableau 11. L’importance de ces constituants est attribuée a

leurs propriétés anti-oxydante et anti-tumorale (Ramadan et M 6rsel, 2002).

Tableau 11: Composition en vitamines (vitamines liposolubles) et B-caroténe de I’huile

fixe de Nigella Sativa (Ramadan et M orsel, 2002).

Composés Concentration (ng /g d’huile)
a —tocophérol 284

B — tocophérol 40

I'- tocophérol 225

0 — tocophérol 48
Tocophérol s totaux 597

[-caroténe 593

Vitamine K1 1162
Vitamines totaux et } —caroténe 2353

3.5. Propriétés physico-chimiques des huiles de Nigella sativa

Les propriétés physico-chimiques des huiles de Nigella sativa sont fortement influencées

par plusieurs facteurs tels que I’environnement (I’origine de la plante) et les méthodes
d extraction et d analyse (Tableau 12).

Tableau 12: Propriétés physico-chimiques des huiles de Nigella sativa (Atta, 2003 ;

Cheikh-Rouhou et al., 2007).

Huile Egyptienne Huile Huile
Tunisenne | Iranienne
Parametres Extraction par Extraction a Extraction Extraction
solvant froid par solvant par solvant
Indice de réfraction 1,47 1,47 1,47 1,46
(a40°C)
FFA (%) 6,7 11 22,7 18,6
Indice de peroxyde (meqO, 10,7 13,5 5,65 4,35
/Kgd'huile)
Indice d'iode (g d'l,/100g 128 115 119 101
d huile)
Indicede saponification 203 192 211 218
(mg de KOH/g d' huile)
Insaponifiables (%) 1,81 1,0 / /
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f) Indicederéfraction
L’indice de réfraction de Nigella sativa a presgue la méme valeur de 1.47 quelque soit
I’origine de la plante et la méhode d’ extraction, cette valeur est semblable a celle de
I"huile d' olive (Cheikh-Rouhou et al., 2007).

g) Aciditéet indice de peroxyde

L’ acidité et I’indice de peroxyde nous renseignent sur la qualité et la durée de conservation
des huiles (Cheikh-Rouhou et al., 2007). Les valeurs de FFA (acidité) des huiles de
Nigella sativa extraites par pression a froid et par solvant sont respectivement 11% et
6.7%. Ces pourcentages sont inférieurs a ceux déterminé par Cheikh-Rouhou en 2007 pour
les deux variétés Tunisienne et Iranienne, respectivement, 22.7% et 18.6%. L’acidité
élevée des huiles peut étre en rapport avec la nature des graines, bien que beaucoup de
graines oléagineuse, tel que |’ olive et le palme ont une acidité tres élevée (Atta, 2003). Les
valeurs de l'indice de peroxyde de Nigella sativa Tunisienne et Iranienne sont
respectivement 5.65 et 4.35 meq O, /Kg d huile. Ces derniére sont trois fois inférieures a
celles rapporté par Atta (2003) (10.7 — 13.5 meq O, /Kg d'huile). L’ acidité et I'indice de
peroxyde de cette huile prouve qu’ elle est comestible et pourrai avoir une longue durée de
conservation (Cheikh-Rouhou et al., 2007).

h) Indiced’iode

L’indice d'iode le plus élevé est celui de I’huile de Nigella sativa Egyptienne extraite par
solvant. Sa valeur est de 128 g d'1,/100g d' huile. L’ extraction de I’ huile a partir de ces
graines par pression raméne I'indice d’'iode a 115 g d'1,/100g d huile. (Atta, 2003 ;
Cheikh-Rouhou et al., 2007). L’indice d'iode indique que I'huile de Nigella sativa est
une huile fortement insaturée et témoigne qu’ elle contient des niveaux éeveés des acides
oléique et linoléique. Une valeur plus basse d'iode reflete une plus grande stabilité de
I"huile Cheikh-Rouhou et al., 2007).

1) Indicede saponification
Les indices de saponification des huiles de Nigella sativa Tunisienne et Iranienne sont
respectivement 211 et 218 (Cheikh-Rouhou et al., 2007). Ces valeurs sont plus élevées
que celles des huiles de Nigella sativa Egyptienne (Atta, 2003). Les différentes variations

des indices de saponification peuvent nous renseigner sur lataille et lanature des AG.

J) Insaponifiables

Les insaponifiables des huiles végétales sont consi dérés comme antioxydants naturels.
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IIs sont capables de minimiser I’ oxydation des huiles pendant le stockage. Le tableau 12
montre que la méthode d extraction influe sur la teneur en insaponifiables. Cependant,
I"huile de Nigella sativa extraite par solvant est plus riche en insaponifiables que celle
extraite par pression a froid. Cette variation est en relation avec la potentialité du solvant
pour extraire la plus part des substances associées aux lipides, y compris phospholipides,
stérols, vitamines liposolubles, glucides et pigments (Atta, 2003).

3.6. Propriétés pharmacologiques de Nigella sativa
3.6.1. Effet anti-convulsif

L’ effet anti-convulsif a été rapporté dans plusieurs études: des éudes menées sur les
extraits aqueux et |’extrait méthanolique délipidé des graines de Nigelle sativa L., afin
d évauer leurs effets sur le systéme nerveux central (SNC) et sur |'activité analgésique des
rats, suggérent que les deux extraits de Nigella sativa agissent sur le systeme nerveux

central et possedent de puissantes activités analgésiques (Al-Naggar et al., 2003).

Dans une autre éude menée par Hosseinzadeh et Parvardeh (2004) a montré que la
thymoquinone possede un effet anticonvulsif. Son effet pourrait étre di a son action sur les
récepteurs GABA énergiques. L’huile de Nigella sativa possede aussi cet effet anti-
convulsif. llhan et ses collaborateurs ont montré en 2005, que cette huile a une action
neuro-protectrice (I1han et al., 2005).

3.6.2. Effet anti-inflammatoire

L’ effet anti-inflammatoire de Nigella sativa a fait I'objet de plusieurs études. A titre
d'exemple : Le traitement avec I'huile augmente de facon significative I'activité
phagocytaire, l'indice phagocytaire des macrophages péritonéaux et le nombre des
lymphocytes dans |e sang périphérique. Ces actions ont été observées chez |’ hamster rendu
diabétique par la streptozotocine traité avec | huile de Nigella sativa (Farar h et al., 2004).

Nigella sativa et ses fractions solubles agit aussi sur la stimulation de la production des
interleukines et améliore la phagocytose des cellules bactériennes par les macrophages
(Haq et al., 1995). Ces résultats sont aussi confirmés par une éude plus récente dans
laquelle ont a démontré que I'huile essentielle Nigella sativa augmente les valeurs de
réactivité trachéale et réduit I'inflammation des poumons suite a |’ exposition des cochons
d’inde aun gaz irritant (Boskabady et al., 2011).

Dans une autre éude, I'huile de Nigella sativa, nigellone (polythymoquinone) et

thymoquinone ont été étudiées pour évaluer leur effet sur laformation de la 5-lipoxygénase
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(5-LO) produite par les polynucléaires neutrophiles. Les résultats ont montré que ces
substances inhibent significativement la production de cette enzyme ce qui signifie que
I"huile de Nigella sativa, la nigellone et la thymoquinone réduisent les manifestations
inflammatoires (ElI-Dakhakhny et al., 2002).

Les effets anti-inflammatoires et immunostimulant de Nigella sativa et de ses constituants
notamment la thymoquinone ont été aussi répertoriés dans une revue réalisée par Salem
(2005). Zaoui et ses collaborateurs ont démontré que I’ huile de Nigella sativa contribue
auss dans le maintien de |I’homéostasie sanguine (Zaoui et al., 2002 b). Cet effet a é&é
aussi confirmé par Al-Jishi et Abuo Hozaifa (2003).

Cependant, Gelot et ses équipiers ont constaté que I” huile de Nigella sativa peut aussi étre
a I'origine d’une réaction inflammatoire et alergique. En effet, ils ont rapporté qu’ une
femme de 53 ans était hospitalisée pour une éruption fébrile ayan un aspect de placards
érythémateux associés a des vésicules et des bulles. Cette femme appliquait par massage et
ingérait durant deux semaines, de |'huile de nigelle. La biopsie cutanée montrait un
décollement sous-épidermique et une nécrose du toit de I’ épiderme compatibles avec des
lésions du spectre érytheme polymorphe — nécrolyse épidermique toxique. L’évolution
était lentement favorable, avec persistance de Iésions dépigmentées pendant trois mois
(Gelot et al., 2012).

3.6.3. Effet antipyrétique et analgésique

L'extrait aqueux de Nigella sativa a éé éudié pour ses activités anti-inflammatoire,
analgésique et antipyrétiqgue dans des modéles animaux. L'extrait exerce une action
inhibitrice sur I'ccdéme induit par carraghénane sur la patte de souris. L’ extrait a également
produit augmentation significative du temps de réaction a la plague chauffante chez la

souris, indiquant un effet anal gésique (Al-Ghamdi, 2001).

3.6.4. Activité anti-tumorale et anti-proliférative

Dans une étude récente, on a constaté que |'extrait aqueux de Nigella sativa améliorait de
facon significative la prolifération des splénocytes d'une maniere dépendante de la
concentration. En outre, I'extrait aqueux de Nigella sativa favorise la sécrétion des
cytokines de type Th2, par rapport a ceux de type Thl, par les splénocytes. La sécrétion
d'IL6, TNF et NO; médiateurs clés pro-inflammatoires, par |es macrophages primaires est
supprimée de maniére significative par I'extrait aqueux de Nigella sativa, indiquant que

Nigella sativa exerce des effets anti-inflammatoires in vitro (M ajdalawieh et al., 2010).
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Les données expérimentales indiquent, aussi, que l'extrait agueux de Nigella sativa
améliore de fagon significative I'activité cytotoxiqgue NK contre les cellules YAC-1
tumorales. Ceci qui suggére que les effets anti-tumoraux documentés de Nigella sativa
peuvent étre, au moins en partie, attribués a sa capacité a servir de stimulant des cellules
NK a activité anti-tumorale (M ajdalawieh et al., 2010).

Dans une autre étude, les extraits éthanoliques de trois espéces de plantes dont Nigella
sativa ont été prépareés et testés contre la N-méthyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG),
un agent mutagene a action directe. Des cultures primaires d'hépatocytes de rat ont été
utilisées pour cette étude. Les extraits é&hanoliques de plantes ont été appligqués en présence
du MNNG dans trois protocoles: i) en pré-traitement, ii) en traitement combiné et iii) en
post-traitement. Les résultats de cette étude montrent un effet inhibiteur des extraits de
plantes sur la mutagénicité du MNNG. Cependant, les extraits n‘ont eu aucun effet sur les
indicateurs de cyto-toxicité telles que la nécrose et |'apoptose. Les effets obtenus peuvent
étre attribués a une activité directe antimutagene et une réparation importante au niveau
chromosomique (Khader et al., 2010).

Il a éé rapporté dans de nombreuses études que c'est la thymoquinone, composé de
Nigella sativa, qui serait responsable des ses activités anti-tumorales (Maity et al.,2009 ;
Banerjee et al. 2010 ; El-Najjar et al., 2011). Cette quinone a une activité anticancéreuse
gréce a sa modulation de multiples cibles moléculaires, y compris p53, p73, PTEN,
STAT3, PPAR-y, activation des caspases et la génération de ROS (Chiuh Woo et al.,
2012). Les effets anti-tumoraux de la thymoqguinone ont également été étudiés chez la
souris, modéle de xénogreffes de tumeurs du cdlon, de la prostate, du pancréas et |e cancer
du poumon. La combinaison de thymoquinone et médicaments utilisés en chimiothérapie
semble améliorer les résultats du traitement (Chiuh Woo et al., 2012).

3.6.5. Effet anti- allergique et anti-histaminique

L’ effet broncho-dilatateur des huiles essentielles de Nigella sativa et de la thymoquinone
ont été rapportés en 1993 par El Tahir est collaborateurs. Dans leur étude, EL —Tahir et ses
co-équipiers ont démonté que I" huile volatile de Nigella sativa administrée chez le cochon
dinde en intraveineuse induit une augmentation (dose-dépendante) de la fréquence
respiratoire et de la pression intra-trachéale. L'administration en intraveineuse de la TQ
induit une augmentation significative de la pression intra-trachéale sans aucun effet de la
fréquence respiratoire. D’ apres les auteurs de I’ étude ; les effets respiratoires de cette huile

sont médiés par la libération d'histamine avec la participation directe des mécanismes
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histaminergiqgues et muscariniques et par activation indirecte de mécanismes
cholinergiques (El-Tahir et al., 2003).

Dans une autre étude menée par Boskabady et ses co-équipiers, I'effet antiasthmatique
(broncho-dilatateur) de I'extrait bouilli de Nigella sativa sur les voies respiratoires des
patients asthmatiques a été examiné. Les effets bronchodilatateurs de 50 et 100 mg / kg
d'extrait comparés a celui de la théophylline, administrée a une concentration de 6 mg / kg,
ont été étudiés sur 15 patients asthmatiques. Les épreuves fonctionnelles respiratoires
(EFR), y compris le volume expiratoire maxima en une seconde (FEV1), le débit
expiratoire de pointe (DEP), le maximum du débit expiratoire demi (DEM), le débit
expiratoire maximal a 75, 50 e 25% de la CVF (MEF75, DEM50 et MEF25,
respectivement) et la conductance spécifique des voies aériennes (Sgaw) ont été mesurés
avant I'administration et répété a 30, 60, 90 120, 150 et 180 min apres I'administration de
I'extrait et de la théophylline par voie orale (Keyhanmanesh et al, 2009 ; Boskabady et
al., 2010).

Les résultats ont montré que I'extrait provoquait des augmentations significatives dans tous
les tests de mesure de la fonction pulmonaire (PFT), dans la plupart des intervalles de
temps, (p<0,05 ap <0,001). Toutefois, l'augmentation du FEV1, DEM et DEM50
engendrée par les deux doses de I'extrait de bouilli et I'augmentation des MEF75 et
MEF25 étaient significativement inférieurs a ceux de la théophylline (p<0,05 a p <0,001).
Le début de I'effet bronchodilatateur de I'extrait était semblable a celui de lathéophylline a
partir du 30 min, et I'effet de I’extrait apres 150 min aprées I'administration est aussi
semblable & celui de la théophylline. L'effet des deux doses de I'extrait éaient aussi
significativement inférieures a celui du salbutamol a 30 minutes apres |'administration (p
<0,001 pour tous les cas) (Keyhanmanesh et al., 2009 ; Boskabady et al., 2010).

Dans I’ étude réalisée par Nikakhlagh et ses collaborateurs (2011) sur |’ effet de Nigella
sativa sur les rhinites dlergiques, les auteurs ont montré que dans une population de
66patients (33.3% hommes et 66.7 femmes) ayant un &ge moyen de 47.19 ans et atteints de
rhinites allergiques, le traitement avec Nigella sativa réduit la présence de la congestion
muqueuse nasale, prurit nasal, nez qui coule, éernuements, hypertrophie des cornets, et la
paleur des muqueuses pendant les 2 premiéres semaines (jour 15)du traitement
(Nikakhlagh et al., 2011). Les auteurs recommandent I’ utilisation de Nigella sativa dans
le traitement des rhinites alergiques lorsque les effets d'autres médicaments anti-
allergiques doivent étre évités (Nikakhlagh et al., 2011).
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Alors que la mgorité des publications confirmaient |'effet anti-allergésant et anti-
inflammatoire de Nigella sativa, certaines études montraient plutdét que Nigella sativa
n’avait aucun effet anti-allergisant. C' est, par exemple, le cas de I’ étude de Blyukoztirk et
ses collaborateurs (2005). Dans leurs études les auteurs avaient prévu d évaluer les effets
de Nigella sativa sur la production de cytokines de celules spléniques de souris
sensibiliseées. Pour cela, Dix-neuf souris BALB/c vielles de deux mois avaient recu 0.3ml
d huile de Nigella sativa par la canule oro-eosophagique une fois par jour durant un mois
(Blyukozturk et al., 2005).

Le groupe de contréle composé de 10 souris avait pris 0,3 ml de solution saline a 0,9%.
Dans la troisiéme semaine de I'éude, toutes les souris ont été sensibilisées par injections
intra-péritonéales de 20 ug d'ovabumine. Les injections d ovalbumine étaient répétées
trois fois avec 7 jours dintervalle. Aprés une autre semaine, toutes les souris ont été
sacrifiées par dislocation cervicale. Ensuite, les cellules spléniques mononucléaires (MNC)
de souris ont éé cultivées avec de I'ovabumine ou avec la concavaline A (Con-A). A
partir des surnageants des cultures, I'lL-4, IL-10 et IFN-y ont été¢ évalués au moyen
d'ELISA. La production de cytokines de la rate de souris ayant été traité avec |’ huile de
Nigella sativa pendant 30 jours n'était pas significativement différents de ceux du groupe
témoin, traités avec I’eau saline. En conclusion, I'huile de Nigella sativa semble ne pas
avoir un effet immun-modulateur sur la sensibilité des cellules Thl et Th2 ala stimulation
par |’ allergéne (Blyukoztirk et al., 2005).

3.6.6. Effet hepato-protecteur

L’ effet hepato-protecteur de I'huile de Nigella sativa et celui de la thymoquinone a été
décrit dans plusieurs études : Daba et Abdel-Rahman, 1998; EI-M ahmoudy et al., 2005.
Mera et ses collaborateurs (2001) ont démontré que Nigella sativa diminuait la
peroxydation lipidique induite et augmentait la capacité anti-oxydante du foie chez les
lapins. L’ effet sur I’homéostasie et | hepatotoxicité de |” huile essentielle de Nigella sativa
aété aussi démontré par zaoui et ses co-équipiers (2002 a et b).

La thymoquinone (1ImM) testé sur des hépatocytes isolés reduit le largage des enzymes
cytosoliques des hépatocytes: I'alanine transaminase (ALT) et |’aspartat transaminase
(AST), aprés I’exposition des hépatocytes au tertbutyl hydroperoxyde (TBHP) (Daba et
Abded-Rahman, 1998). Cependant, dans une éude plus récente, |'extrait agueux de
Nigella sativa testé en méme temps que d’ autres extraits de plantes médicinales, ont été

étudiés pour leurs effets anti-oxydants, leur effet sur les troubles hépatiques et sur I’ arthrite
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expé&rimentale. Les résultats suggerent que ces extraits, y compris celui de Nigella sativa,
ne présentaient aucun effet protecteur : ni cytoprotecteur ni anti-mutagene. De plus, les
auteurs ont eu des résultats en faveur d' un potentiel mutagene des ces extraits (Khader et
al., 2007).

3.6.7. Effet antidiabétique et hypoglycémiant

L’ effet hypoglycémiant de Nigella sativa a été bien éudié. De différentes études ont
indiqué que différents extraits obtenus a partir des graines ains que les composes
phénoliques de I’ huile essentielle notamment la thymoquinone agissent soit en réduisant
I” hyperglycémie soit en diminuant le taux des lipides plasmatiques ou en augmentent la
production et la sécrétion de I'insuline (Fararh et al., 2004; Kanter et al., 2003; Kaleem
et al., 2006) ou en bloquant |’ absorption intestinale du glucose (Meddah et al., 2009).

L’ huile essentielle de Nigella sativa réduit le taux du glucose chez les hamsters rendus
diabétiques par la streptozotocine/nicotinamide. L'huile essentielle augmente aussi la
production de I'insuline (Fararh et al., 2002). Dans une étude plus récente, il a été
rapporté que la thymoquinone réduisait le niveau du glucose sanguin et sa production

hépatique et ce en réduisant la gluconéogenese (Fararh et al., 2005).

El- Mahmoudy et ses collaborateurs (2005) ont pu réduire I hyperglycémie et d’ augmenter
le niveau de I’insuline et ce en administrant quotidiennement 3mg/kg de poids corporel de

lathymoquinone aux rats rendus diabétiques par |a streptozotocine.

L’ administration prophylactique de I"huile volatile des graines de Nigella sativa avant
I"introduction de la streptozotocine procure un effet protecteur du pancreas contre |’ action
de la streptozotocine sur les ilots de Langerhans (Kanter et al., 2003 et 2004). En effet,
I”administration de I’ huile essentielle de ces graines avant la streptozotocine diminue la
peroxydation lipidique et réduit le taux du NO sérique et augment I’ activité des enzymes
antioxydantes chez les rats diabétiques. La thymoquinone maintien la production de
I"insuline et ce en protégeant les ilots de Langerhans contre I’ action de la streptozotocine
(Kanter et al., 2003 et 2004).

La diminution de | hyperglycémie causée par la relance de la sécrétion de I'insuline par
les cellules B a éé aussi observée lors de I’ utilisation de I’ extrait brut déipidé et de la

subfraction basique des graines de Nigella sativa (Rchid et al., 2004).
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3.6.8. Effet antitoxique

Plusieurs études chez les rats et les souris ont montré que les graines de Nigella sativa
présentaient des effets protecteurs contre certaines substances toxiques. Dans une étude, il
a été demontré que I’administration d' un extrait de Nigella sativa pendant 5 jours a des
souris traitées avec 2 mg/kg de cisplatine, protégeait contre la chute du niveau
d hémoglobine et du nombre de leucocytes (Nair et al., 1991).

Il a été aussi démontré que la thymoquinone protégeait les hépatocytes isolés de foie de rat
contre la toxicité induite par |I"hydroperoxyde du tertabutyl (TBHP), un agent toxique
connu pour ses dégats oxydatifs et la perte progressive du glutathion (GSH) intracellulaire
gu’il provoque (Daba et Abdel-Rahman, 1998). El-Saleh et ses collaborateur (2004) ont
auss rapporté que N. sativa protége contre les effets déléteres de hyperhomocysteinémie
induite par laméthionine chez lerat (El-Saleh et al.,2004).

Un groupe de chercheurs indiens a montré que N. sativa diminue les effets secondaires de
la chimiothérapie au potassium bromate (KBrO3) (Khan et al., 2003). L’équipe de
Mahmoud a trouvé que N. sativa possede des effets hépatoprotecteurs puisque elle permet
de régulariser les taux plasmatiques de tous les enzymes impliqués dans le fonctionnement

hépatique chez des souris infectés par Schistosoma Mansoni (Mahmoud et al., 2002).

3.6.9. Toxicité de Nigella sativa

La plupart des études montrent clairement que la nigelle possede un index thérapeutique
éleve et une excellente innocuité a des doses inférieures a 4 g/lkg/jour. A titre d exemple,
Mahfouz et ses collaborateurs en 1965, et ensuite Tenekoon et ses collaborateurs en 1991,
ont éudié la toxicité des extraits aqueux et alcooliques de N. sativa. Les concentrations
plasmatiques de y-glutamyl transférase (y-GT) et de ’alanine aminotransférase (ALAT)
ont été augmentées chez le rat apres un traitement oral durant 14 jours.Cependant, aucune

anomalie histologique n’ a été observée chez ces rats (Tenekoon et al., 1991).

Zaoui et ses collaborateurs ont rapporté, plus tard, que les huiles fixes de Nigella sativa
présentent un DL50 de 28,8 mL/kg (po) et 2,06 mL/kg (ip). Dans le méme sens, latoxicité
chronique de 2 mL/kg des huiles durant 12 semaines présente des valeurs normales pour
les ALAT, les GGT et |’ aspartate aminotransférase (ASAT) (Zaoui et al., 2002). Dans
une autre éude in-vitro, de screening cytotoxique des extraits de graines Nigella sativa a
indiqué une cytotoxicité de la fraction d'acétate d'éthyle (EAF) contre différentes
catégories de lignées de cellules cancéreuses, P388, MOLT4, les WEHI 164, LL / 2, Hep
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G2, SW620 et J82, par la mesure du 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium
(MTT). Les résultats indiquent que la fraction possede un effet cytotoxique puissant ainsi

gu’ un effet de potentialisation de laréponse immunitaire cellulaire (Swamy et Tan, 2000).

L’ étude de Khader et ses collaborateurs (2009) montrent un effet cyto- et géno-toxique
concentration-dépendant de la thymoquinone. En effet, la thymoquinone induit in effet
anti-prolifératif a une concentration de 20uM et a concentration plus éevée, elle provoque
une cyto-toxicité aigue. La thymoquinone augmente significativement le taux des cellules
nécrosees lorsqu’on |’ utilise a une concentration de 2.5 et 20 uM. De plus, elle induit une
géno-toxicité significative a une concentration > 20uM. la thymoquinone peut étre
métabolisée en especes réactives et augmente le stress oxydatif qui contribue a la
déplétions des enzymes antioxydants et provoque |'oxydation de I’ADN dans les
hépatocytes traités avec des concentrations élevées de la thymoquinone (Khader et al.,

2009).
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1. Matériel biologique

1.1. Animaux

Des rats ahbinos Wistar de sexe féminin et de poids variant de 180 a 220 g ont éte utiliseés. s
ont été placés par groupes de cing a dix rats dans des cages et aimentés par des granulés
produits par I’ office national des aliments de bétail (ONAB) a Bejaia. Leur boisson est |’ eau
ad Libitum. Les cages sont placées dans I’enceinte de I’animalerie ou la température varie
entre 20 &24 °C, I’humidité est de 50 % et un cycle d éclairage de 10h/24h. Ces animaux sont

gardés en phase d’ adaptation pendant deux semaines avant le début de I’ expérimentation.

1.2. Graines

Les graines de Nigella sativa utilisées dans | es différentes parties de cette éude sont issues du
méme lot de graines procurées chez un herboriste a Bejaia. Elles sont locales, cultivées dans
les hauts plateaux du Nord-Est algérien (Batna et Biscra). De couleur noir foncée et
aromatiques, les graines de Nigella sativa sont ovoides de 2 a 3mm et présentent 3 a4 angles.
La face supérieure est finement granuleuse et réticulée. La taxonomie de la plante utilisée et
de ses graines a été confirmé la par le professeur Laaour (Laboratoire de Vaorisation des
Ressources Biologiques Naturelles, Université de Sétif 1). La figure 28 présente la

morphologie des graines de Nigella sativa utilisées.

Figure 27: Morphologie des graines Nigella sativa utilisées

2. Extraction et caractérisation del’ huile de Nigella sativa

2.1. Extraction del’huile
L’extraction de I'huile totale des graines de Nigella sativa est réalisée par soxlhet. La
premiere étape d extraction est effectuée par le méthanol (1:5; M/V) durant 6 heures, suivie
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par une évaporation du solvant al’aide d’'un évaporateur rotatif jusqu’a élimination totale du
méthanol. L’ extrait méthanolique, ainsi obtenu, est soumis a une extraction liquide-liquide, a
température ambiante, par le n-hexane. Ceci est réalisé par extraction successive avec 3 X
50ml d"hexane. Apres évaporation totale du solvant par évaporateur rotatif, |’ extrait est séché
sous flux d’azote puis le flacon est fermé hermétiquement et conserve au frais. La Figure 29

résume les différentes étapes d’ extractions.

40 g de poudre des graines de Nigella
<ntiva

[ Extraction avec 200 ml de Methanol (soxlhet) ] l

Extrait Methanolique

] [ Sechage sous vide ]

[ Extraction avec 50ml x 3 of hexane

Extrait méthanolique délipidé Fraction des lipides

[ Séchage sous vide ]

Extrait méthanolique délipidé L’huile totale de Nigella

Figure 28: Schéma d’ extraction de |’ huile et de |’ extrait méthanolique a partir des graines de Nigella

sativa

2.2. Fractionnement del’huile de Nigella sativa par chromatographie sur colonne

L'huile totale des graines de Nigella sativa est fractionnée sur une colonne de
chromatographie ouverte de dimensions: 30cm x 20mm selon la méthode décrite par
Ramadan et Morcel (2002). La phase stationnaire est constituée de gel de silice 60 (70-230
Mesh ; 0,063-0,2 mm). L’élution des différentes fractions est effectuée grace un systéme de

solvants constitué de chloroforme, acétone, méthanol et acide acétique.

2.3. Caractérisation physico-chimique del’huile des graines de Nigella sativa
Seule I’huile totale des graines de Nigella sativa a fait |’ objet de I’ é&ude des caractéristiques
physico-chimiques. Les paramétres et indices étudiés ont été déterminés selon les protocoles

de la pharmacopée européenne 5.0 (Conseil de |’ Europe, 2005)
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- Densite
Ladensité d' une substance est le rapport entre la masse d’ un volume donné de cette substance
a température t; et la masse d'un volume égal d'eau a une température t,. Pour estimer la
densité de |’ huile des graines de Nigella sativa, nous avons mesuré ladensité d %, et qui est
liée a la masse volumique pzo, définie comme la masse d’' une unité de volume de la substance
a 20°C et exprimée en kilogramme par métre cube ou en gramme par centimétre cube selon
I’ équation suivante :
d 2%0=1,00180 X p2o

- Indicederéfraction
L’indice de réfraction d’ un milieu rapporté al’ air est égal au sinusde |’angle d’incidence d’un
rayon lumineux dans I’air au sinus de I’angle de réfraction du rayon réfracté dans le milieu
considéré. Aingi, I'indice de réfraction mesuré est déterminé a 20+0,5C° et rapporté alarae
D du sodium (A= 589,3nm), le symbole est donc n p® L’indice de réfraction est déterminé
gréce a un réfractometre de marque ABBE.

- Viscosité
La détermination de la viscosité est effectuée par un viscosimetre capillaire. La viscosité de
I’huile est mesurée a 20°C. La viscosité (1) est donnée par la formule suivante : y=k p t.
ou k est la constante de I'appareil, p est la masse volumique de I'huile et t est temps

d’ écoulement, de |’ huile en secondes.

- Indiced acide

L’indice d' acide I est le nombre qui exprime en milligramme la quantité d hydroxyde de
potassium nécessaire ala neutralisation des acides libres présents dans 1gramme de substance.
Pour déterminer I'indice d'acide, 2 g de I'huile totale des graines de Nigella sativa sont
solubilisés dans 10 ml d’un mélange alcool et d'éther (v/v) neutralise au préaable par
I”hydroxyde de potassium 0,1 M en présence de 0,5 ml de solution de phénolphtaléne. La
titration a été réalisée par |"hydroxyde de potassium 0,1M. L’indice d’acide est déterminé
comme suit :

I =5,610 n/m, n : le nombre de ml de I’ hydroxyde de potassium, m : lamasse de I’ huile.

- Indiced’ esters
L’indice d’ ester est le nombre Ig qui exprime en mg la quantité d’ hydroxyde de potassium
nécessaire a la saponification des esters présents dans 1 g de substance. |l est calculé a partir
de I’indice de saponification I set I'indice d’ acide selon laformule lg = Is—1a
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- Indiced hydroxyde

L’indice d'hydroxyde oy est le nombre qui exprime en mg la quantité d’ hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation de |’acide qui se combine par acylation a 1g de
substance. Afin de déterminer I'indice d’ hydroxyde, nous avons introduit dans un ballon de
150 ml muni d’un réfrigérant, 2g de I’ huile auquel 5ml de la solution d’ anhydre acétique sont
gjoutés. Aprés chauffage au bain marie et refroidissement du mélange a température
ambiante, 5 ml d’eau sont gjoutés. Le mélange est chauffé une deuxiéme fois au bain marie
pendant 10min. Apres refroidissement, le réfrigérant et les parois du ballon sont rincés avec
5ml d’'une solution de méthanol neutralise au préalable en présence d une solution de
phénolphtaléine. Latitration est effectuée avec | hydroxyde de potassium alcoolique 0,5M.
lon =28,05 (N2—Ng)/m+ 14

n, : nombre de ml de I’ hydroxyde de potassium alcoolique de |’ essai blanc; n; : nombre de ml

de I’ hydroxyde de potassium alcoolique de I’ échantillon analysé, m : masse de I’ échantillon.

- Indiced’iode
L’indice d'iode I, est le nombre qui exprime en g la quantité d’ halogéne, calculée en iode,
susceptible d étre fixée par 100g de substance. L’indice d’iode est déterminé en introduisant
0,5g d'huile totale des graines de Nigella sativa solubilisé dans 15ml de chloroforme dans un
récipient de 250ml muni d'un bouchon rodé. 25 ml de solution de bromure d’iode (10%) sont
gjoutés. Apres addition de 10 ml d’une solution d’iodure de potassium a 100g/l et de 100ml
d’eau, lamélange est titré par le thiosulfate de sodium 0,1M jusqu’ a disparition presgque totale
de la coloration jaune. Cing ml d'une solution d’amidon sont ensuite goutés tout en
continuant la titration jusqu’a disparition de la coloration. L’indice d'iode est calculé en
appliquant la formule suivante: 1, = 1,269 (n,—3) /m ou n, est nombre de ml de thiosulfate
de sodium 0,01M de I’essai blanc, n; est le nombre de ml de thiosulfate de sodium 0,1 M ml

I’ échantillon analysé et m est lamasse de I’ échantillon.

- Indicede peroxyde
L’indice de peroxyde I, est le nombre qui exprime en milliéquivalents d oxygene actif la
guantité de peroxyde contenue dans 1 Kg de substance, déterminé par |a méthode suivante :
29 de I"huile totale des graines de Nigella sativa ont été mélangés avec 30 ml d’un mélange
chloroforme / acide acétique glacia (2v/3v), déposés dans une fiole conique a bouchon rodé.
Aprés une minute d agitation, 0,5ml d'une solution saturée d’iodure de potassium sont
gjoutés et le mélange est titré par le thiosulfate de sodium 0,01M. L’indice de peroxyde est

caculésdonlaformule:
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I, =10 (n2—1)/m oun, est nombre de ml de thiosulfate de sodium 0,01M de I’ essai blanc,
n; est le nombre de ml de thiosulfate de sodium 0,1 M ml I'échantillon analysé et m est la
masse de I’ échantillon.

- Indice de saponification

L’indice de saponification |s est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d’ hydroxyde de potassium nécessaire ala neutralisation des acides libres et ala saponification
des esters présents dans 1g de substance. La méthode de déermination de I'indice de
saponification est décrite comme suit: 5 g de I’huile de Nigella sativa sont mélangés avec
25,0ml d hydroxyde de potassium alcoolique 0,5M et chauffée a reflux pendant 30min. La
titration est effectuée par I’ acide chlorhydrique 0,5M, immédiatement aprés gjout de 1ml de
solution de phénolphtal éne.

L’indice de saponification est donné par laformule |5 = 28,05(n,—1) /m ou n, est le nombre
de ml de I’acide chlorhydrique 0,5M de I’essai blanc, n; est le nombre de ml de I’acide

chlorhydrique 0,5M ml de I’ échantillon analysé et m est la masse de |’ échantillon.

- Insaponifiables
Le mot ‘insaponifiable’ s applique aux substances non volatiles a 100-105°C obtenues, par
extraction, avec un solvant organique d une solution de la substance a examiner apres la
saponification. Le résultat est exprimé en pourcentage (m/m). Le procédé expérimental utilisé
est le suivant : Dans un ballon de 250ml muni d un réfrigérant, nous avons introduit 59 de
I"huile totale des graines de Nigella sativa, auxquels nous avons gjouté 50 ml de solution
alcoolique d hydroxyde de potassum 2M. Le mélange est chauffé au bain marie pendant
lheur et sous agitation circulaire. Apres refroidissement a une température inférieure a 25°C,
le contenu est transvasé dans une ampoule a décantation et on y goute 100ml d’'eau. Le
mélange est lavé (3 x 100ml) par éther exempt de peroxydes. Les liquides éthérés sont ensuite
réunis dans une autre ampoule a décantation contenant 40 ml d’'eau. Apres séparation des
deux phases, la phase éthérée est récupérée et lavée (2 x 40 ml) initialement &’ eau et ensuite
avec 40 ml d’'une solution d’hydroxyde de potassium a 30g/l. Ce lavage est répété plusieurs
foisjusgu’ a ce que la phase agueuse ne soit plus alcaline. La phase éthérée est transvasee dans
un autre ballon. Apres éimination de I’ éher, le résidu est séché a 100-105°C jusqu’ a masse
constante. Les insaponifiable sont déterminés par laformule Insaponifiable=100a/m % ou

aest lamasse du résidu et m est lamasse de |’ échantillon.
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2.4. Détermination qualitative et quantitative des acides gras par CPG

L'analyse des acides gras par chromatographie en phase gazeuse a été réalisé selon le
protocole standard de la pharmacopée européenne (Conseil de I’ Europe, 2005) et appliquée
au laboratoire de pharmacognosie, bromatologie et nutrition humaine (faculté de pharmacie,

Université Libre de Bruxelles, Belgique).

- Conditions de chromatographie en phase gazeuse

L’ appareil utilisé lors de cette analyse est un CG-17A (Gaz chromatograph, Shimadzu). La
colonne, de dimension 25 cm x 0,32 mm, utilisée pour I’identification et le dosage des acides
gras est une colonne WCOT (fused silica coating FFAP CB chrompack). La température de
I’injecteur et du détecteur a éé programmée a 250°C. La température du four est programmée
en trois phases; la température initiale a 80°C durant 1 min, latempérature de 80 °C a 230°C,
araison de 8°C par min. et la température finale est maintenue a 230°C pendant 6 h. Le gaz
vecteur est I’hélium avec un débit de 2,1 ml/min et une pression de 59 kPa. Le volume injecté
est de 1pl.

- Préparation des solutions
a) Préparation des solutions destémoins d’ acides gras méthyles

10 mg le linolénate de méthyle, 35mg de caprate de méthyle et 20mg de deux esters
meéthyliques (caprylate de méthyle et stéarate de méthyle) sont mélangés et dissous dans 25ml
de n-hexane dans un ballon. Dans un autre ballon de 25 ml, 10 mg de deux esters (myristate
de méthyle et palmitate de méthyle), 8 mg de linoléate de méthyle, 30mg de laurate de
méthyle et 40mg de méthyle sont mélangés. Dans ce ballon, on introduit 2,5 ml de la solution
précédente. Le volume est complété au trait de jauge al’ aide du méme solvant.

2,5ml de cette derniére solution, sont introduits dans un flacon muni d’un bouchon a septum.
Ensuite, on a gjouté 2,5 ml de la solution du standard interne d acides gras méthyles et 5 ml

de n-hexane. Le mélange est soigneusement homogeénéisé durant 1min au vortex.

b) Préparation des solutions a analyser et méthylation desacides gras
150 mg de I’ huile totale des graines de Nigella sativa et de ses fractions sont solubilisés dans
25 ml du n-hexane. 2,5 ml de chague solution sont mélangés avec 2,5 ml de la solution du
standard interne. Le solvant n-hexane est ensuite évaporé sous flux dazote. Aprés
dessiccation sous vide poussé, durant 15 min., le résidu est repris dans 0,5 ml de HCI
methanolique de normalité de 0,5 (methanolic-HCI 0,5 N, Supelco). Fermé hermétiquement,
le flacon est soumis durant 1 min. a I’action d’un agitateur vortex, ensuite durant 5min a

I’ action d’un bain a ultrasons puis maintenu a 80°C durant 30 min.
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Apres refroidissement, 2,5ml de la solution d’ hydroxyde de sodium (0,5N) et 10,0 ml de n-
hexane sont introduites successivement. Le mélange est agité au vortex durant 60 sec. 500 mg
de chlorure de sodium sont introduits et le mélange est agité a nouveau, au vortex, pendant
60sec. Apres séparation des phases, la phase supérieure organique est prélevée et desséchée,
pendant 5 min., sur sulfate de sodium anhydre avant I’analyse par CPG. L’analyse est
effectuée trois fois pour chaque échantillon. Trois solutions de témoins d’ acides gras méthylés
sont utilisées. L’injection se fait aternativement et a trois reprises; chague solution

d’ échantillon suivie d’ une solution de témoins d’ acides gras méthylés.

2.5. Détermination qualitative et quantitative des phytostérols et des alcools supérieurs
par CPG
De la méme maniére que pour les acides gras, |’ analyse des phytostérols et alcools supérieurs

a été réalisée selon le protocole de la pharmacopée européenne (Conseil de |’ Eur ope, 2005).

- Conditions de chromatographie en phase gazeuse
L’ appareil utilisé lors de cette analyse est un CG-17A (Gaz chromatograph, Shimadzu). La
colonne utilisée pour I'identification et le dosage des acides gras est une colonne WCOT
fused silica de dimension 25m x 0,32mmID, coating CP-sil-5 CB chrompack. La température
de I'injecteur est programmeée a 340°C, celle du détecteur FID est a340°C également. La
température du four est programmée en trois phases ; la température initiale a 200°C durant
1min, la température de 200°C a 325°C, a raison de 8°C par min. La température finale est
maintenue a 325°C pendant 20min. Le gaz vecteur est I’Hé8lium ayant un débit de 2,0ml/min
et une pression de 49 kPa. Le volume injecté de la solution témoin est de 1ul et celui de la

solution a examiner est de 0,5ul.

- Préparation des solutions et silylation des stérols et alcools supérieurs

Le standard interne est le cholestane dans le mélange silylant a Img/ml. La solution des
témoins des stérols et alcools supérieurs est préparée en silylant a 2,5mg de chacun des
composes (1-eicosanol, 1- tétracosanol, 1-hexacosanol, 1-octacosanol et e 1-triacontanol) et a
3,5mg de chacun des stérols (campestérol, stigmastérol, [-sitostérol et stigmastérol).
L’ensemble de ces composés est dissous dans 5ml de la solution de standard interne. La
silylation est effectuée par contact pendant 90 min atempérature ambiante.

La silylation des échantillons a analyser est réalisée ou 1,5 g de chaque échantillon (huile
totale des graines de Nigella sativa est de ses fractions) est solubilisée dans 25 ml de la
solution d’ hydroxyde de potassium (2N). Ce mélange est chauffé a reflux durant 30 min. et

25 ml d'eau, préaablement refroidie a4°C, sont rajoutés. La solution ainsi obtenue est ensuite
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transvasée dans une ampoule a décantation de 250 ml. La solution aqueuse est rincee,
successivement par 50 ml, 40 ml et 30 ml d’ éther éhylique. Les phases éthérées réunies sont
lavées par des portions successives de 50 ml d’eau est ce jusqu’a disparition de la réaction
alcaline de la phase agueuse de ringage. Apres dessiccation pour 30 min, sur sulfate de
sodium anhydre, la solution éthérée est filtrée et évaporée a sec sous pression réduite dans un
ballon rodé a fond rond. Le résidu d évaporation est ensuite solubilisé dans 10 ml d’ éther
diéthylique. 2 ml de cette solution sont introduits dans un flacon muni d’un bouchon a
septum, qui est a son tour introduit dans un ballon a fond rond, et ensuite soumis a une
évaporation a sec sous pression réduite. Apres dessiccation sous vide poussé durant 15 min,
le résidu d évaporation est additionné de 1 ml de la solution standard interne et la silylation
est effectuée par contact durant les 90 min d’incubation a température interne. L’ analyse par
chromatographie en phase gazeuse est en suite effectuée. L’ analyse est réalisée trois fois pour

chague fraction.
2.6. Identification destriglycérides de graines par HPL C-EL SD detector

- Conditions de la chromatographie liquide de haute performance dotée d’un EL SD
L’ appareil utilisé est un instrument Gilson, doté d’ une pompe model 321, d’'un détecteur UV-
VIS model 156 et équipé avec un injecteur automatiqgue model 234. Un deuxieme détecteur
ELSD (Evaporating Light Scattering detector, Alltech, ELSD 2000 ES) est gouté a
I’équipement. L’analyse est réalisée par un systéme de colonnes montées en série de
dimension de 0,2 m x 4 mm. La phase stationnaire est formée d octadecylsilyl silica gel et la
phase mobile est constituée de deux mélanges de solvants :
La phase mobile A : Acétone- chlorure de méthyléne- acétonitrile (5/15/80).
La phase mobile B : Acétonitrile- acétone- chlorure de méthyléne (20/20/60).
Le programme de gradient est le suivant :

de0al5min:0a25%B

del5a15min:25%B

de25a70min: 25a100 % B

de70a75min:100a0%B

de75a80min: 0% B
Le flux de la phase mobile est de 0.5 ml par min et le volume d'injection est de 10 pl. La
détection ELSD est réalisée a une température d évaporation 70°C, une température de
nébulisation de 45°C et avec un flux du gaz vecteur (azote) de 1,7 L/min.

- Préparation des solutions
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La solution témoin est obtenue en solubilisant 80 mg de trioléne dans 50 ml d’un mélange de
d acétone et de chlorure de méthyléne (v/v).

Les solutions des échantillons a anal yser sont préparées avec une concentration de 1 mg/ml du
mélange de solvants acétone et de chlorure de méthylene (v/v). L’analyse par HPLC est

réalisée directement sans aucun traitement supplémentaire des échantillons.
3. Etude des propriétés hypoglycémiantes de Nigella sativa

3.1. Recherchedel’ activité hypoglycémiante chez lerat diabéique

Deux types d extraits (huile totale et I’ extrait méthanolique) ont été utilisés dans cette étape
de I’éude. L’ évaluation de I’ activité hypoglycémiante de I huile et de I’ extrait méthanolique
des graines de Nigella sativa chez les rats diabétiques a été réalisée au laboratoire de
pharmacologie et toxicologie du centre de recherche et de développement du groupe

pharmaceutique SAIDAL aAlger.

3.1.1. Induction du diabéete chez lerat par la streptozotocine et la nicotinamide

La nicotinamide (pyridine-3- carboxylic acide amide, Sigma Aldrish, Germany) et la
streptozotocine (N-(Methylnitrosocarbomoyl)-a-D-glucosamine, Sigma Aldrish, Germany)
sont dissoutes dans du serum physiologique (pH 7) et administrées aux doses de 230 mg et 65
mg/kg de poids de |’ animal.

Deux types d extraits des graines Nigella sativa, |'extrait méthanolique délipidé et I'huile
totale, ont été utilisés pour leur propriété hypoglycémiante potentielle. Les deux extraits sont
administrés, par voie orale, sous forme d’ émulsion dans de |’ eau a une dose journaliere de 400
mg/ kg de poids de I’ animal.

Le diabéte est induit par la streptozotocine associée a la nicotinamide (STZ/N). Ce model a
été proposé par Masidllo et ses collaborateurs en 1998 (Masiello et al., 1998). Il permet
Iinduction d’'un diabete expérimental proche du diabéte de type Il mais sans |'effet de
I’ obésité qui accompagne généralement le diabete de type Il. En effet, I’administration de la
nicotinamide quelques minutes avant I'injection de streptozotocine permet la protection
partielle de 40 % des cellules B des ilots de Langerhans du pancréas contre I’action de la
streptozotocine (Masiello et al., 1998).

Expérimentalement, la nicotinamide est injectée par voie intra-péritonéale suivie, 15 min
apres, par I'injection par voie intra-péritoniale auss de la streptozotocine. A fin de vérifier
I'installation du diabéte chez les rats traités, la glycémie est mesurée 48ha 72h apres
I”’administration de la nicotinamide et de la streptozotocine.
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3.1.2. Répartition des animaux

Apreés I'induction du diabéte et le dosage de la glycémie, les rats diabétiques sont répartis en
guatre groupes de 10 rats. Le cinquiéme groupe est le témoin ou les rats sont normaux. Un
traitement quotidien par sonde gastrique des rats par les extraits ou la métformine a débuté
72h apres |’ induction du diabéte. Ces groupes sont organises de la maniere suivante:
Legroupe 1: rats diabétiques, traités par 400mg/kg/jour de I’ huile totale de Nigella sativa.
Legroupe 2: rats diabétiques, traités par 400mg/kg/jour de I’ extrait méthanolique délipidé.

L e groupe 3: rats diabétiques, traités par 400mg/kg/jour de métformine.

L e groupe 4: rats diabétiques non traités.

L e groupe 5: rats non diabétiques non traités (Normal).

3.1.3. Dosage des par ametr es sanguins

72h aprés I'induction du diabete, la glycémie est mesurée selon la méthode de la glucose
oxydase (kit de ELI TECH, France). Afin de suivre glycémie lors deladurée del’ expérience,
ce dosage est également effectué le 15°™ et le 30°™ jour.

Le cholestérol et les triglycérides ont été dosés le 30°™ jour alafin de |’ étude. Les méthodes
de dosage sont colorimétriques et sont respectivement la cholestérol oxydase-peroxydase et
glycérol-3-oxydase-peroxydase (kits de Sprinreact, Espagne). Le dosage de |’ urée est effectué
selon laméthode de I’ urée oxydase (kit de Randox, Royaume Uni).

3.2. Effet hypoglycémiant post-prandial des extraits chez lerat diabétique

3.2.1. Evaluation in vivo

Ce test nous permet de déterminer I’ action inhibitrice des extraits testés sur les glucosidases
intestinales. Un prélévement sanguin a été effectué chez tous les groupes de rats mis a jeun
pendant 18 heurs (premier prélévement) afin de mesurer leurs glycémies initiales (Gg). Apres
le dosage de glucose a jeun, chague groupe de rats a recu un volume de 2 ml de solution de
I’ extrait approprié par voie orale. Le lot de rats témoins (traités par un traitement standard) a
recu la méme concentration en acarbose.

Apres 40 minutes de I’administration des extraits, un volume de 2 ml de solution amidon ou
de glucose (1g/kg, 0,5g/kg respectivement) a é&té administré par voie orale. 30 minutes apres,
un deuxieme prélévement sanguin a été effectué afin de déterminer la glycémie finale (G,).

Le groupe de rats témoins a recu uniquement 2ml de solution de |’ amidon.

- Répartition des animaux
Des rats normaux répartis sur 5 groupes contenant chacun 3 rats sont misa jeun pendant 18
heures. Les groupes d’ animaux ont été organises comme sulit :

66



Matériel et Méthodes

Groupel: ratsnontraités (NT) (eau distillée).

Groupe 2 : ratstraités par I’ huile totale (HT) (100mg/kg),

Groupe 3 : ratstraités par I’ huile polaire (100mg/kg),

Groupe4 : ratstraités par I’ huile neutre (100mg/kg),

Groupe5: ratstraités par I’ acarbose (100mg/kg) (traitement standard)

Les extraits sont solubilisés dans de I’eau distillée. Des concentrations de 100 mg/ kg de
chaque extrait ont été préparées. Les solutions de I’amidon et de glucose ont été préparées

avec des concentrations respectives de 1 et 0.5 g/kg. Le volume final administré est de 2ml.

3.2.2. Evaluation in vitro

L’effet hypoglycémiant post-prandial des extraits a été évalué en utilisant le test de I'a-
glucosidase. Ce test a été mis au point suite a quelques modifications de la méthode de
Schéafer and Hogger (2007) et Kim et al., 2005).

Pour estimer leur activité potentielle sur 1’a glucosidase, ’extrait méthanolique délipidé,
I’huile totale et les fractions de |” huile de Nigella sativa obtenues par la chromatographie sur
colonne ont été testés. De méme la thymoguinone, le composé phénolique majoritaire de
Nigella sativa, a éé auss évalué. Dans cette éude nous avons utilisé I’ acarbose comme

inhibiteur standard de I’a glucosidase.

- Réactifs
L’a-D- glucopyranosidase maltase de levure de Biochemika et son substrat, 4-
paranitrophenyl o-D-glucopyranoside (Sigma). La thymoquinone est de pureté minimum de
99%, (Acros Organics) et I’ acarbose en comprimeé (100mg, Glucobay®) a été acheté chez une

pharmacie a Bruxelles, Belgique.

- Solutions

Une solution stock de 1’ a glucosidase de 36 UI (unités internationales) a été préparée en
solubilisant I’enzyme dans du tampon phosphate (0,1 M et pH 6,9). La concentration finale,
de I’a-glucosidase est de 0,075 U, par test. Le substrat est préparé dans le méme tampon
phosphate (0,1M et pH 6,9) et la concentration finale par test est de 0,95mM.

La premiére concentration de ’acarbose, inhibiteur de I’ a glucosidase, est choisie d’une
facon qu'elle soit 10 fois supérieure a la concentration 1Cso déterminée par Schafer et
Hogger (2007), soit 1,01 mg/ml. Cette solution est obtenue par la solubilisation de I’ acarbose
dans le tampon phosphate (0,1M et pH 6,9). Les dilutions effectuées, ont permis d avoir une
large gamme de concentration, alant de 1010 a10,1 pg/ml.
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La thymoquinone est solubilisée dans du DM SO a une concentration finale de 1Img/ml. Les

extraits testés sont également solubilisés dans du DM SO, la solution stock est & 26,6 mg/ml.

- Test
Le test a été effectué sur des microplaques de 96puits. Dans la premiere plaque, dite de
dilution, ont été déposées les solutions meres des extraits de Nigella sativa, thymoguinone et
I" acarbose au niveau des premiéres rangées des plaques (les puits 1). Puis des dilutions 50 /50
ont été effectuées a partir des puits 1 jusqu’ aux 12°™ puits.
Sur la deuxieme plaque, dite de lecture, sont déposées 150ul d’enzyme dans chaque puits,
auxquels sont gjoutés 50 ul des solutions des extraits dilués dans la plaque 1. Les plaques de
lecture sont incubées pendant 10min a 37°C.
Grace au lecteur, la solution de substrat (50ul par puits) et automatiquement gjoutée dans
chague puits. La lecture de la DO se fait simultanément dans tout les 96 puits a 420 nm
pendant 10min.
Le principe delaméthode est :
PNPG + alpha-glucosidase —» apha-D-glucopyranoside + PNP (jaune)

Le taux d’inhibition de I’a-glucosidase est déterminé par la relation suivante :

% d’inhibition=[(A control — A extrait)/ A Control]x 100

3.3. Etude des effets sur lesilots de L angerhans

L huile totale et ses deux fractions (polaire et neutre), extraites des graines de Nigella sativa
et obtenues par fractionnement sur colonne de chromatographie, ainsi que la thymogquinone et
la métformine ont été utilistes pour étudier leurs effets sur les ilots de Langerhans
pancréatiques. L’ estimation de I’ effet des extraits des graines de Nigella sativa sur lesilots de
Langerhans a été effectuée a I'ingtitut Pasteur d’Algérie (Alger). La méthodologie est
identique a celle utilisée pour I’ é&tude physiopathologique du foie (voir les sections 3.4.2.4 et
3.4.2.5, pp 80-82).

4. Evaluation de |’ hépatotoxicité des extraits des graines de Nigella sativa

4.1. Etude del’ activité hépatoprotective des extraits de Nigella sativa par PCL S

Cette étude a été rédisee au laboratoire de Biochimie et de Nutrition de I'université
catholique de Louvain, Belgique. L’extrait méthanolique délipidé, I’ huile totale et la fraction
polaire totale de | huile, obtenue par chromatographie sur colonne (gel de silice 60G, 70-230
Mesh; 0,063-0,2 mm) ont été testés pour leur éventuelle propriété protectrice du tissu
hépatique.
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4.1.1. Préparation destranchesdefoie
L’ appréciation de I’ activité hépato-protective des extraits de Nigella sativa est effectuée sur
des couches minces précises et fraiches de fois de rats (PCLS pour precision-cut liver slices).
Cette méthode d’ estimation de la toxicité des extraits sur le tissu hépatique a été réalisée au
laboratoire de biochimie métabolique de I'université catholiqgue de Louvain a Bruxelles,
Belgique. Des fois de rats, prélevés sur des rats Wistar males, ont été utilisés. Les rats ont été
sont soumis a un cycle jour/nuit de 12heurs et ont regu de la nourriture standard et de I’ eau ad
libitum et mis a jeun la vellle de |’ expérimentation. Les poids des rats choisis sont compris
entre 260 et 300 gr.
Lerat a é&é anesthésié, par injection intra-péritonéale, au pentobarbital sodique (Nembutal) a
une concentration de 60 mg/kg. Apres incision de la paroi abdominale, le foie est rincé par
injection lente via la veine porte d une solution Krebs-Ringer a 4°C (environ 10ml) pour
éviter d' une part la toxicité des produits de dégradation de I’hémoglobine et d autre part la
coagulation du sang dans |’organe lors des manipulations ultérieures. Le rat est tué par
incision dans les veines caves et meurt par exsanguination. Le foie est ensuite prélevé et placé
dans un bain de tampon Krebs-Ringer a4°C (Evdokimova et al., 2001).
Les différents lobes du foie sont séparés et divisés en cylindres a |’aide d' un tube en acier
inoxydable d’ un centimetre de diamétre adapté sur une foreuse tournant a une vitesse réduite.
Ces cylindres de fois sont alors introduits dans le slicer (Krumdieck), dont le moteur anime
une lame en acier inoxydable oscillante. De fines tranches, d’ environ 200um d’ épai sseur, sont
ains obtenues. Durant toute la manipulation, les tranches de foie sont maintenues
constamment dans un tampon de Krebs-Ringer a 4°C préalablement oxygéné par un mélange
0,-CO; (95-5%) (Evdokimova et al., 2001).
Les tranches sont ensuite, placées pendant 30 min dans un milieu de pré-incubation oxygéné
(tampon Krebs-Henseleit) a 4°C. Elles sont ensuite transférées du milieu de pré-incubation
dans des fioles contenant 2 ml du tampon Krebs-Ringer. Les fioles sont oxygénées en
permanence et incubées au bain marie chauffé a37°C. (Evdokimova et al., 2001).

- Test
Les PCLS sont incubées en présence ou en absence d’ extraits et en présences ou en absence
de d’'agent hépatotoxique, Acétaminophene (le paracétamol). La concentration finale en
extrait est de I’ordre de 1mg/ml, la concentration maximale du d’ Acétaminophéne est de
I’ordre de 10 mM. Les fioles, ainsi préparées, sont incubées durant 24h a 37°C sous agitation
au bain marie et sous flux d’ air O,-CO, (95-5%).
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4.1.2. Etudedelaviabilité celulaire
La viabilité des hépatocytes est estimée par le taux de I’ ATP cellulaire exprimé en nano mole
d’ ATP par milligramme de proténes totales.

- Dosage des protéines
La quantité des protéines totales est mesurée par la méthode de Lowry (Lowry et al., 1951).
Le principe du dosage consiste en premier lieu en la complexation des liaisons peptidiques par
réaction avec lesions Ca’™" et en révéler ensuite les résidus tryptophane et tyrosine en utilisant
le réactif de Folin (acide phosphomolibdique et phosphotunguistique). La densité optique est
mesurée par spectrophotomeétre a 660nm. La BSA est utilisée pour |’ obtention de la courbe

d étalonnage. La concentration en protéine est exprimée en mg/ml.

- Dosagedel’ ATP par bioluminescence
Le dosage de L’ ATP par bioluminescence est baseé sur la production de lumiére induite par la
réaction de I’ ATP avec luciférase et la D-luciférine. Dans certaines limites, la lumiére émise
est directement proportionnelle a la concentration d’ATP. Ceci est illustré par la réaction
suivante:

Luciférase
ATP + D-Luciférine + O, - » Oxyluciférine+ AMP + PPi + CO, + Luminere
Mg~

Les tranches de foie sont prélevées et soniquées immédiatement dans 1 ml d’une solution

d’ acide perchlorique (HCIO4) a 2%, provoquant la précipitation des protéines. La solution est
alors centrifugée a 13000 tours/min pendant 1 min; 900 pl du surnageant sont prélevés,
mélangés avec 120 pl d’une solution neutralisante KOH/KHCO3 (3M) pour stabiliser I’ATP.
Les contenus en ATP, sont mesurées a |'aide du Kit ATPlite assay system’ par un
luminomeétre (Luminescence ATP Detection Assay System (ATPlite assay system)
(PerkinElmer®, Belgium), et sont exprimées en nM ATP/mg de protéine.

4.2. Etude del’hépatotoxicité par les méthodes classiques chez lerat

Les extraits des graines de Nigella sativa testés dans cette étude sont |'huile totale, les
fractions polaire et neutre de I’ huile totale. Des rats Wistar femelles &gés de 10 semaines et
pesant approximativement 180 g ont étés obtenu de I’ animalerie du laboratoire de toxicologie
et pharmacologie du CRD (centre de recherche et de développement) du groupe
pharmaceutique Saidal (El mohamadia, Alger). Ces rats sont mis dans des cages inoxydables

et sont adaptés au milieu environnemental et aux conditions du laboratoire pendant 21 jours
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avant I’ expérimentation. L’ induction du diabéte est réalisée selon la méthode de Massiello et

ses collaborateurs avec quelques modifications (Massiello et al. ,1998).

4.2.1. Déroulement de |’ expérience.

Les rats sont répartis en sept groupes différents. Chaque groupe est soumis a un traitement
particulier selon le schéma, représenté par la figure 30. L’ administration des traitements a été
effectuée au 4°™ jour aprés I’induction du diabéte. Durant I’ expérience, les rats sont nourris
par une alimentation standard et avec de I'eau ad. libitum. La démarche expé&imentale est

expliquée sur lafigure suivante :

47 rats femelles répartis en sept groupes

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
4 v 4 2
5 Rats 7 Rats 7 Rats 7 Rats 7 Rats 7 Rats 7 Rats
témoins diabétiques diabétiques diabétiques diabétiques diabétiques diabétiques
normaux sans traités par traités par traités par traités par la traités par
traitement I’huile totale I’huile polaire I’huile neutre thymoquinone metformine
(100 mg/ke/j) (100 mg/kg/i) (100 mg/ke/j) (25mg/ke/i) (25mg/ke/i)
Suivi de 17 jours

Prélevement d’organe : Prélevement du sang :
pour étude histo- < —» | pour dosage Des

pathologique.

|

parameétres hépatiques.

1

Pancr éas, Foie Transaminases
Bilirubinetotale
Phosphatase alcaline

v- GT
Figure 29: Protocole utilisé pour I’ é&ude de I’ hépatotoxicité chez des rats rendus diabétiques
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4.2.2. Préléevement sanguin

Les rats sont mis a jeun la vielle du préévement aprés anesthésie a I’ éther. Le sang est
prélevé par ponction dans le sinus rétro-orbital & I’aide d’une pipette pasteur héparinée. Un
léger mouvement rotatoire de la pipette perforant le sinus permet au sang de remonter par
capillarité dans celle-ci. Le sang ains prélevé est recueilli dans des tubes a hémolyse
héparinés. Aprés centrifugation & 3000 rpm pendant 15 minutes, le plasma recueilli est
fractionné en aliquotes dans des tubes eppendorff et conservés a -20°C en vue du dosage des

différents parameétres hépatiques.

4.2.3. Dosage des mar queur s hépatiques.

Au quatrieme jour aprés I’administration de la N/STZ, nous avons confirmé |’ installation du
diabéte par le dosage de la glycémie par la méthode de glucose oxidase (kit de Elitech
Diagnostic, France). Au 17°™ jour de I expérience, tous les rats ont été soumis au jeun durant
une nuit. Le lendemain, le prélévement sanguin a été effectué afin de réaliser le dosage des
marqueurs hépatiques. Ainsi, tous les marqueurs sont dosés avec |es kits spinreact (Espagne) :
les taux des transaminases I’adanine aminotransferase (ALAT ou TGP) et | aspartate
aminotransferase (ASAT or GOT) ont été doses selon la méthode décrite par Bergmeyer
(Bergmeyer et al., 1978). Le taux de la gamma-glutamyl transpeptidase (YGT) est déterminé
selon la méthode de Szass (1969). La billuribine totale est dosée selon la méthode de
Jandrassik-Grof (Jendrassik et Grof, 1938), modifiée par Dumas (Dumas et al., 1973) et
Finalement, la phosphatase alkaline (PA) a été déterminée selon la méthode de Hausmen et

ses collaborateurs (Hausmen et al., 1967).

4.2.4. Prélevement d’ or ganes.

Le prédévement d organe s est effectué selon le protocole du laboratoire de pharmacologie-
toxicologie du CRD du groupe pharmaceutique SAIDAL. Les organes prélevés ont éte,
immeédiatement, conserveés dans le formol a 10% puis transportés au service de bio-pathologie

deI'institut pasteur d’ Alger pour I’ é&ude histo-pathol ogique.

- Préparation del’animal al’autopsie
L’animal est misajeun laveille del’autopsie. Le lendemain, il est sacrifié en le mettant sous
une cloche en verre contenant un coton imbibé d éher. L’ animal est fixé en décubitus dorsal,
sur une plaque en liége, les quatre membres attachés en abduction. Une petite incision est
pratiquée au niveau du périnée puis une seconde incision est pratiquée du point de la premiére
incision jusqu'au menton (Figure 31). Deux autres lignes d'incision perpendiculaires a la
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premiere sont réalisées. Le dépouillement est réalisé a I’aide d’un bistouri en dilacérant le

tissu conjonctif sous cutanée.

Figure 30: Autopsie delacavité abdominae

- Autopsiedela cavité abdominale

Une incision longitudinale est réalisée le long de la ligne blanche de la pointe xiphoidienne
jusgqu'a la symphyse pubienne et par deux incisions transversales en partant de la pointe
xiphoidienne jusqu’al’ hypochondre. Les deux pans de la paroi abdominale, vont étre ensuite
rabattus vers |’ extérieur

Le prélévement est réalise rapidement afin d’éviter toute dessiccation des organes. Ces
organes sont mis, trés rapidement, dans la solution de fixation (2-3 minutes entre le
prélevement et la mise en fixation). Le volume du fixateur est 10 fois supérieur au volume de

la piece anatomique.

4.2.5. Etude histo-pathologique.
L’ étude histo-pathologique a été effectuée au laboratoire de bio-pathologie de I Institut
Pasteur Algérie, selon le protocole expérimental du laboratoire qui consiste en :
a) Déshydratation des prélevements: les organes prélevés sont baignés dans 3 bains
successifs concentrés d’' éhanol, puis dans 3 bains successifs concentrés de xylene afin

d’'éliminer toute trace d' alcool .

73



Matériel et Méthodes

b) Enrobage a la paraffine: I'inclusion est faite dans deux bains successifs de paraffine
liquide pour que cette derniére s'infiltre dans les échantillons. Une fois la paraffine
refroidie, on obtient un bloc qui sera facilement coupé.

c) Confection des coupes au microtome: le bloc est placé sur la base d’un microtome,
appareil muni d' un couteau et d’ un mécanisme d’ avancement de sa base, qui permet de
trancher le bloc al’ épaisseur désirée. Dans notre cas |’ épaisseur est de 3-4um. Les coupes
obtenues sont montées sur des lames de verre préalablement recouvertes de gélatine puis
sont séchées.

d) Déparaffinage : les coupes montées sur lames et séchées sont déparaffinées dans du
xyléne, réhydratées dans des bains successifs d’ éhanol de moins en moins concentrés
puis rincées avec del’ eau.

e) Coloration : effectuée en utilisant une combinaison entre deux colorants I’ hématoxyline
et éosine (HE).

f) Montage permanent entre lame et lamelle : ce montage permet de conserver les coupes
colorées. Elles sont recouvertes d’ une mince lamelle de verre ou de plastique scellée avec
unecolle.

g) Observation au microscope optique: | observation a été pratiquée al’ aide un microscope
optique doté d’'un appareil photographique. Des photographies ont été prises pour chaque
prélévement.

5. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne + Ecart-type. L’ analyse de la variance est
réalisée par le logiciel STASTICA (version 5). Les multiples comparaisons sont réalisées par
le test ANOVA/MANOVA, les différences sont considérées significatives avec p < 0.05 et
tres significatif lorsque p < 0.01.
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1. Caractérisation del’huile de Nigella sativa

1.1. Rendement de |’ extraction

En synthese de lalittérature, les graines de Nigella sativa renferment des taux élevés en huile
totale, compris entre 39.7 et 52.% (Ashraf et al., 2006; Ramadan et M ¢rsel, 2002ab). La
variation dans la teneur en huile des graines est due a plusieurs facteurs tels que le biotope
(Cheihk-Rouhou et al., 2007), la méthode d’ extraction (Atta, 2003, Ramadan et Morsel,
2002b) et I'espece utilisée (Kokdil et Hilmaz, 2005). Dans cette éude, le rendement de
I’ extraction de |’ huile totale, a été estimé a28.45 + 2.14 % (Tableau 13). Lachromatographie
sur colonne a permit d’ extraire |” huile neutre totale (97.29+ 0.3 %) et la fraction polaire totale
auntaux de2.71 £ 0.32% (Tableau 13). Au total, sept sous-fractions apolaires et polaires sont
obtenues ; les quatre premiéres sont trés apolaires, obtenues uniquement avec le chloroforme
(100 %), la fraction 5 est obtenue suite a une élution par le mélange chloroforme / acétone :
75 /25 %. La sixieme fraction est éluée par I’ acétone (100%) et enfin, la derniere fraction est
éluée par une méange de méthanol/acide acétique: 95/5 %. Toutes les fractions ainsi
obtenues, a I’exception de la derniére, sont colorées. Leurs couleurs respectives varient du

vert vif au jaune.

Tableau 13 : Rendement d’ extraction de I’ huile de Nigella sativa et de ses fractions

Fraction Rendement d’extraction %

L huiletotale 2845+ 2.14
Lafraction apolaire 97.29+0.34
F1 52.01 + 6.04

F2 25.87+3.23

F3 2.59+0.83

F4 16.81+2.1
Lafraction polaire 2.71+0.32
F5 0.08 £ 0.01

F6 0.85+0.17

F7 1.69+0.52

L’ huile totale est constituée de deux fractions majeures; la fraction neutre (apolaire), qui est la
plus importante représentant environ 97%, et la fraction polaire qui ne que 3% de I’ huile. Nos
résultats sont identiques aux travaux publiés par Ramadan et Morsel (2002a) qui ont obtenu
3-4% de la fraction polaire et 96-97% de la fraction neutre. La ressemblance des résultats est

due alal’ utilisation du méme procédé d’ extraction.
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1.2. Caractéristiques physico chimiques del’ huile des graines de Nigella sativa

La détermination des indices physico-chimique de I’ huile est une étape trés importante dans
son identification. Dans cette étude, la caractérisation des indices physico-chimiques de
I"huile totale extraite des graines de Nigella sativa, locaement cultivées en Algérie, a été

réalisée selon la pharmacopée européenne et les résultats sont présentés sur le tableau 14.

Tableau 14 : Différentsindices del’ huile de Nigella sativa

Parametres L huile
Densitérelative 0,81+ 0,02
Indice deréfraction a20°C 1,472 + 0,08
Viscosité méthode au tube capillaire (millipascals / second) 14,03 £ 1,06
Viscosité méthode sur appareil a mobile tournant (millipascals /second) 19+1
Indice d’ acide (mg de KOH /100g d’ acide gras totaux) 37,3+ 2,04
I ndice de peroxyde (meq O,/g d huile) 11+0,5
Indiced’iode (g d'1,/100g d’ huile) 114+ 2
I ndice de saponification (mg de KOH/g d' huile) 211, 31+ 4,7
Indice d”hydroxyle (mg de KOH/g d’ huile) 121,39 +5,3
Indiced’ ester (mg de KOH/g d' huile) 174,01
I nsaponifiable (%) 5 +0,03

- Ladensitéreative
La densité relative en générale, dépend de I'insaturation et de I’ état d oxydation de I’ huile.
Ainsi, La densité relative de Nigella sativa cultivée en Algérie est de 0,81+ 0,02. La densité
de I'huile de Nigella sativa a été déterminée dans plusieurs études. Par exemple, I’huile de
Nigella sativa cultivée en république tchéque et en Inde ont des densités de 0.89 et 0.92
respectivement (Ustun et al., 1990) alors que celle de I'huile des graines de Nigella sativa
cultivée en Turquie et en Egypte est de 0.92 (Ustun et al.1990 et Atta, 2003).

- L’indicederéfraction
L’indice de réfraction est déterminé grace a un réfractométre et dépend de latempérature et de
la radiation incidente. L’indice de réfraction de I’ huile de Nigella sativa cultivée en Algérie

est de 1,472 + 0,08, similaire a ce qui a été rapporté pour |’ huile des graines de Nigella sativa
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des variétés Egyptienne, Tunisienne et Turque (Ustun et al., 1990; Atta, 2003; Cheikh-
Rouhou et al., 2007).

- Laviscosité
Laviscosité est liée alalongueur de la chaine carbonée et a sa saturation. Elle augmente avec
lalongueur de la chaine et diminue avec I’ insaturation carbonique. La viscosité des graines de
Nigella sativa cultivée en Algérie, mesurée par tube capillaire, est de 14,03 + 1,06
millipascals/seconde, valeur nettement plus importante en comparaison aux valeurs de 11,23
et 5,99 millipascal s/seconde rapportée par Cheikh-Rouhou (2007) pour les huiles des graines
de Nigella sativa de Tunisie et del’ Iran respectivement.
- L’indiced’ acide

L’indice d’'acide montre le taux d'acides gras libres d’une huile. En effet, cet indice d' acide
nous renseigne sur la qualité de cette huile et la durée de conservation. Dans cette étude
I”huile des graines de Nigella sativa contient 37.3 + 2,02 % d' acides gras libres. Ce résultat
indique que I'indice d'acide de I’ huile de Nigella sativa de I’ Algérie est trés élevé comparé a
cellui de Nigella cultivée en Iran (18,6+ 0,28 %), de Tunisie (22,7 + 0,35) (Cheikh-Rouhou
et al., 2007), de I’ex-Tchécoslovaquie ( varie de 14,68 a 29,42 %) et de I’ Egypte (30,3 %)
(Ustun et al., 1990). L’indice d’ acide de I’ huile des graines de la Nigella cultivée en Algérie
est cependant proche de celui de des graines de la Nigelle cultivée en dans trois régions de
Turquie (36,74, 39,61 et 40,60 %) et de celui des graines de la Nigelle de I’Inde (40,64 %).
Lavariabilité de lateneur en acides gras libres et donc celle de I’indice d acidité de I huile de
Nigella sativa cultivées dans de diverses régions pourrait étre expliquée par la variation du
biotope et de la méthode d’ extraction (Chelkh-Rouhou et al., 2007, Atta, 2003).

- L’indice de peroxyde
L’indice de peroxyde nous renseigne sur la qualité des huiles. Il permet d’ apprécier le degré
d altération des matiéres grasses. L’indice de peroxyde de I'huile de Nigella sativa
Algérienne (11 + 0,5 meg O, /g d huile) est relativement élevé comparé aux indices de
peroxyde des huiles de Nigella sativa cultivées en Tunisie et en Iran, 5.65 et 4.35 meq O, /g
d’ huile respectivement (Cheikh-Rouhou et al., 2007).

Lavaeur devée de I’indice de peroxyde de I’ huile de Nigella sativa cultivée en Algérie peut

étre expliquée par une atération éventuelle au cours du procédé d’ extraction.
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- Indiced’iode

L’indice d'iode indique le degré d'insaturation des huiles. La forte insaturation suggere que
I"huile contient des niveaux éevés en acides insaturés tels que I’ acide oléque et linoléque.
L’indice d'iode mesuré pour I"huile de Nigella sativa cultivée en Algérieest de 114 £ 2 g
d’1,/100g d huile. Cette valeur est proche de celles rapportées; 119 + 3,45 g d'1,/100g d’ huile
pour Nigella sativa de Tunisie et 101 + 2,74 g d'1,/100g d' huile pour celle cultivée en Iran
(Cheikh-Rouhou et al., 2004 et 2007). Ustun et ses collaborateurs ont également mesuré les
indices d'iode des huiles de Nigella sativa cultivée dans différentes régions et les valeurs
obtenues sont aussi relativement proches de celle trouvée pour I'huile de Nigella sativa
cultivée en Algérie. A titre d’ exemple, I"huile des graines issues de la République Tcheque a
un indice d’'iode qui varie de 107,4 2110,9 g d'1,/100g d' huile (Ustun et al., 1990), celui de
I"huile des graines de |’ Inde 116,6 g d'1,/100g d’ huile (Cheikh-Rouhou et al., 2004 et 2007),
d’ Egypte 114,6 g d'1,/100g d'huile (Atta, 2003) et de Turquie 116,63,112,32 et 122,13 g
d’1,/100g d’ huile respectivement pour trois régions du pays (Ustun et al., 1990).

- L’indice de saponification

L’indice de saponification indique la teneur en acides gras libres et estérifiés. L huile de
Nigella sativa Algérienne possede un indice de saponification de 211.31 + 4,7 mg de KOH/g
d huile. Cette valeur est identique a celle de I huile de Nigella sativa Tunisienne (211 + 5,32
mg de KOH/g d'huile) déterminé par Cheikh-Rouhou et ses collaborateurs (2007). Les
indices de saponification des huiles de Nigella sativa décrites dans la littérature (Cheikh-
Rouhou et al.,2007, Ustun et al., 1990, Atta, 2003, Ramadan et Moérsel, 2002) sont trés
variables ; L huile des graines cultivées en Inde possede un indice de saponification de 169,9
mg de KOH/g d'huile, celle d’' Egypte varie de 166 a 196,3 mg de KOH/g d’ huile, de Konya
(Turquie) 196,1 mg de KOH/g d'huile, république tcheque varie de 201,98 a 210,6 mg de
KOH/g d' huile, de Kutahya (Turquie) 212,75 mg de KOH/g d huile, Iran 218+ 8,24 mg de
KOH/g d' huile de de Denizli (Turquie) 230,50 mg de KOH/g d'huile. Ces différences sont
probablement dues a la variation des teneurs en acides gras libres et estérifiés. Une valeur
€levée peut orienter cette huile vers la fabrication du savon, c’'est le cas de |"huile Nigella
sativa (Cheikh-Rouhou et al., 2007).

- L’Indiced hydroxyle
L’indice d hydroxyle nous renseigne sur la teneur en acides gras libres. L'huile de Nigella
sativa possede un indice d’ hydroxyle de 121,39+ 5,3 mg de KOH/g d' huile.
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- L’indiced ester
L’'indice d'ester est égal a I'indice de saponification pour les glycérides pures. Il permet de
déterminer la masse molaire des glycérides, donc leur structure. Lorsque le corps gras analysé
contient un mélange de glycérides et d acides gras libres, I'indice d’'ester est éga a la

différence entre I’ indice de saponification et |’ indice d acide.

Nous avons calculé les indices d’ester de I'huile des graines de Nigella sativa cultivée en
Algérie, mais aussi pour les huiles de Nigella sativa égyptienne selon les données des travaux
de Atta (2003) et aussi pour Nigella sativa de Tunisie et d'lran a partir des données de
Cheikh-Rouhou et ses collaborateurs (2007) : L’indice d ester de I’ huile de Nigella sativa
Algérienne est de 174.01, cette valeur est trés proche a celle de Nigella sativa Tunisienne qui
aune valeur de 189 alors que celui del’huile des graines de I’ Iran est de 199. Cette différence
est due a la variation dans les indices de saponification et les indices d’ acides, mais aussi au

procedé d’ extraction.

- Lesinsaponifiables

Les insaponifiables des huiles végétales sont considérés comme antioxydants naturels. |ls sont
capables de minimiser I’oxydation des huiles pendant le stockage. Dans cette éude, on a
constaté que | huile des graines de Nigella sativa agérienne est riche en insaponifiables (5
%). Ce résultat est semblable a celui de I'huile de Nigella sativa de Denizli en Turquie
(5,38%)(Ustun et al., 1990), mais éevé par rapport a celui des graines de Nigella sativa de
I’Inde (4 %) , de |’ Egypte (0,66 %), de Kutahya (Turquie) (3,47 %), Konya (Turquie) (4,0 %),
(Ustun et al., 1990). Cette variation dans | es teneurs en insaponifiables est en relation avec la
méthode d’ extraction et I origine de la graine (Chelkh-Rouhou et al., 2007).

L’ huile des graines de Nigella sativa algérienne est tres riche en insaponifiables. Ceci pourrait
expliquer par le fait que I’ extraction a été réalisee par des solvants organiques. Ces derniers
ont la capacité d' extraire la plus part des substances liées aux lipides, y compris les stérals, les

vitamines liposolubles et |es pigments.

En conclusion, les différences observées lors de la détermination des indices pourraient étre
expliqué par I’ origine des graines mais auss par la méthode d’ extraction. En effet, en 2003,
Atta a démontré que la méthode d’ extraction influence aussi les valeurs des indices. A titre
d’ exemple, pour | huile des graines de Nigella sativa cultivée en Egypte, I’indice de peroxyde
est de 13,5 £ 0,2 lorsgue I’ extraction est faite a froid alors que cet indice est de 10,7+ 0,4
lorsque celle-ci est effectuée par les solvants. Méme chose pour I'indice de saponification et
les insaponifiables qui ont les valeurs respectives de 192 + 2,0 et 1,0 £ 0,4 pour une extraction
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a pression pour des taux de 203 + 1,0 et 1,8 £ 0,3 lorsque |’ extraction est réalisée par les

solvants.

Les caractéristiques physico-chimiques de I’ huile de Nigella sativa sont aussi influencés par
d’ autres facteurs tels que le cycle végétatif des graines, le choix du cultivar ou la variété des
graines, Les conditions climatiques et la méthode d’ extraction (Cheikh-Rouhou et al., 2007,
Atta, 2003).

1.3. Composition en acides gras
La détermination de la composition en acides gras de I'huile totale et des quatre fractions
neutres a été obtenue par chromatographie en phase gazeuse (CPG), en utilisant D-7000 CG

System, et les chromatogrammes obtenus sont présentés sur les figures 32 a 37 suivantes.

Figure 31: Composition en Acides gras de I’ huile totale de Nigella sativa
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Figure 32: Composition en acides gras de fraction neutre F1 de I’ huile totale

Figure 33 : Composition en acides gras de fraction neutre F2 de I’ huile totale
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Figure 34 : Composition en acides gras de fraction neutre F3 de I’ huile totale

Figure 35 : Composition en acides gras de fraction neutre F4 de I’ huile totale
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Figure 36 : Composition en acides gras de |a solution des acides gras standards

La nature et les teneurs en acides gras de |'huile totale et de ses fractions neutres ont été
déterminés grace a I'utilisation des solutions d'acides gras standards en concentrations

connues.

a) Rapport desacidesidentifiéspar rapport au total
Les teneurs en acides gras exprimeées dans le tableau 15 ont été calculées par rapport a la
somme des aires intégrées de tous les pics, identifiés ou non. Aingi, le taux des acides gras
identifiés par rapport ala surface globale est représenté par le tableau 16 ou il en ressort qu'a

I’ exception de lafraction F4, la quasi-totalité des pics a été identifié.

b) Acidesgrassaturésmajoritaires
D’une maniére globale, |’ acide gras saturé majoritaire est I’ acide palmitique. Ce dernier est
présent avec un taux de 9.44 % dans I’ huile totale. C'est également I’ acide gras majoritaire
dans les trois premieres fractions avec des taux respectifs de 4.49, 7.12 et 10.13 %. La
guatriéme fraction, contrairement aux premieres fractions, présente |’ acide stéarique comme
I’ acide gras saturé mgjoritaire avec un taux de 10.16 %. Dans cette fraction, I’ acide palmitique
n’'est présent qu’ a un taux de 3.56 % (Tableau 15).
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Tableau 15: Identification des acides gras de I’ huile totale de Nigella sativa et de ses quatre

fractions neutres

Tempsderétention

Acides gras déterminés

teneur estimée (%)

L huiletotale
12.93 Acide myristique 0.36
15.63 Acide pamitique 9.44
18.12 Acide stréarique 3.56
18.39 Acide oléique 24.26
18.99 Acidelinoléique 62.01
19.70 Acidelinolénique 0.35
Fraction 1
10.69 Acide lauréique 2.92
13.61 Acide myristique 0.73
15.21 Acide pamitique 4.49
17.63 Acide stréarique 2.95
17.90 Acide oléique 26.51
18.48 Acidelinoléque 62.01
19.15 Acidelinolénique 0.44
Fraction 2
10.57 Acide lauréique 0.68
12.59 Acide myristique 0.08
15.20 Acide pamitique 712
17.61 Acide stréarique 3.86
17.89 Acide oléique 28.33
18.46 Acidelinoléque 59.56
19.13 Acidelinolénique 0.36
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Fraction 3
12.58 Acide myristique 0.06
15.19 Acide pamitique 10.13
17.59 Acide stréarique 5.93
17.85 Acide oléque 24.61
18.42 Acidelinoléique 55.82
19.13 Acide linolénique 0.31

Fraction 4
12.32 Acide myristique 1.12
15.17 Acide pamitique 3.56
17.63 Acide stréarique 10.16
17.83 Acide oléque 33.81
18.38 Acide linoléique 16.5
19.22 Acide linolénique 15.22

L’ acide myristique est I’ acide gras insaturé minoritaire. Il est présent dans |’ huile totale avec
un taux de 0.36 %. Sateneure est de 0.73, 0.08, 0.06 et 1.12 % pour les fractions neutres F1,
F2, F3 et F4 respectivement. Il est aussi important de noter que I'acide lauréique a été
déterminé uniquement dans les fractions F1 et F2 avec une teneur de 2.92 et 0.68 %

respectivement.

Tableau 16 : Taux des acides gras identifiés dans I"huile de Nigella sativa et ses fractions

neutres
Fraction surfaceidentifiée/ surfacetotale
Huiletotale 99.99
F1 99.92
F2 99.99
F3 95.92
F4 79.64
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c) Acidesgrasinsaturés majoritaires
Avec une teneur de 62 %, I’ acide palmitique est I’ acide gras insaturé magjoritaire de I’ huile des
graines de Nigella sativa locale. La fraction neutre F1 présente la méme teneur en cet acide
gras que |’ huile totale. Les fractions neutres F2 et F3 présentent des taux plus faibles (59.56 et
55.82 % respectivement). Cependant, dans la derniere fraction (F4) I’ acide oléque est I’ acide
gras insaturé est mgjoritaire, alors que I’ acide linoléque ne représente que 16.5 % des acides
gras totaux.

L’ analyse des résultats indique aussi que I’ acide insaturé dont |a teneure est 1a plus faible est
I’ acide linol énique avec un taux ne dépassant pas 0.44 % et une teneur qui varie entre 0.31 %
et 0.44 % dans |’ huile totale et ses trois premiéres fractions neutres (HT : 0.35 %, F1 :0.44 %,
F2: 036 %, F3:0.31 %). La derniere fraction neutre, F4, présente une teneur

exceptionnellement élevée en cet acide gras représentant 15.22 %.

d) Rapport insaturé/saturé
Letaux des acides gras insaturés par rapport aux acides gras saturés a été calculé pour |” huile
totale (HT) et ses quatre fractions neutres (F1, F2, F3 et F4). On souligne larichesse d’ une
huile en acides gras insaturés et donc la qualité de cette huile. Les rapports cal culés sont

présentés (Tableau 17).

Tableaul? : Rapports calculés des acides gras insaturés / acides gras saturé de |’ huile totale
(HT) et de ses quatre fractions neutres (F1, F2, F3 et F3).

Fraction I nsatur és/satur és
HT 6.49
F1 8.02
F2 7.52
F3 5.01
F4 3.07

Le taux des acides gras insaturés sur les saturés est de 6.49 pour |”huile totale des graines de
Nigella sativa locale. Ce rapport est plus important pour la fraction F1 (8.02). Il diminue

d’une fraction a une autre pour atteindre une valeur de 3.07 pour lafraction F4.

Notre é&ude montre que globalement I’huile de Nigella sativa cultivée en Algérie a une

composition en acides gras assez proche de celles cultivée dans d autres régions du monde.
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Nickavar et ses collaborateur (Nickavar et al., 2003) ont analysé la composition en acides
gras de I" huile des graines de Nigella sativa cultivée en Iran. Une analyse comparative montre
gu’a lI’exception de I’ acide Eicosadienoique, qui n'a pas était détecté dans |’ huile de Nigella
sativa cultivée en Algérie, la composition en acide gras est proche. L’acide gras saturé
majoritaire dans |”huile iranienne est I’acide palmitique avec un taux de 12.5 % alors que
I'’acide gras insaturé magjoritaire est I’acide linoléique (55.6 %). Le taux des acides gras
identifiés dans |’ huile totale est de 99.5% (Nickavar et al., 2003).

Dans une autre étude la composition de I"huile des graines de Nigella sativa cultivée en
Tunisie a été comparée a une autre cultivée en Iran. L’ étude montre une petite variation dans
la composition en acides gras ou I’ acide linolé que est présent avec un taux de 50.31 + 0.25 %
dans I’ huile de Tunisie contre 49.15 + 0.06 % dans I’ huile d’Iran. L’ acide pamitique est de
17.2 + 0.15 %, I’acide myristique 0.35 = 0.02 %, |’ acide stéarique 2.84 + 0.08 %, I’ oléique
25.0 £ 0.24 % et I’acide linolénique est de 0.34 = 0.06% dans I’ huile tunisienne. L’huile
iranienne est composée d’ acide myristique (0.41 + 0.05 %), d'acide palmitique (18.4 + 0.25
%), d acide stéarique (3.69 + 0.12 %), d’acide linoléique 49.15 + 0.06 % et de I'acide
linolénique (0.32 £ 0.05 %) (Chelkh-Rouhou et al., 2007).

La composition en acides gras varie sensiblement en fonction des espéces de Nigelles. En
effet, I’ éude menée par Kokdil et ses collaborateurs sur dix espéces différentes de Nigelles
cultivées en Turguie montre une variation plus ou moins importante en acides gras et en taux
d’acides saturés et insaturés (Kokdil et al., 2005). La teneur en acide gras semble aussi
changer en fonction de la méthode utilisée pour I’ extraction de I’ huile (Ramadan et Morsdl,
2002).

1.4. Composition en triglycérides

L’ analyse des triglycérides n’est pas une étude courante vue les difficultés de sa réalisation.
La premiéere analyse des triglycérides de I’ huile de Nigella sativa a été réalisée par Ramadan
et Morcel (2002) en utilisant un détecteur FID pour la détection des TG. Ces chercheur ont
identifié six triglycerides (TG); C48:0 (3.5%), C50:1 (1.5%), C52:2 (17.0%), C54:0
(3.8%), C54 :3 (42.9%) et C54 :6 (31.3%).

Dans la présente éude, les triglycérides de | huile totale de Nigella sativa et de ses quatre
fractions neutres ont été déeterminés par HPLC a détection FID et ELSD. L’ utilisation d'un
deuxiéme détecteur (ELSD, Evaporating Light Scattering Detector) améliore la détection de

ces composés. Les chromatogrammes sont présentés (Figures 37 a 40).
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Figure 37: Chromatogramme HPLC-EL SD des triglycérides de la fraction neutre F1

Figure 38: Chromatogramme HPLC-EL SD des triglycérides de la fraction neutre F2

Figure 39 : Chromatogramme HPLC-EL SD des triglycérides de la fraction neutre F3
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Figure 40 : Chromatogramme HPLC-EL SD des triglycérides de la fraction neutre F4

L’identification des triglycérides a été obtenue suite a la comparaison des temps de rétention
de nos échantillons a ceux de I'huile des graines de sésame, réalisées dans les mémes
conditions. Le tableau 18 résume les temps de rétentions utilisés pour I’ identification des TG.

Tableau 18 : Temps de rétention des différents triglycérides

Tempsderétention Triglycérides
385 Trioléine
25.7 LLLN
27.6 OLnLn
30.6 LLL
32.7 OLL
333 PLL
351 OOL
35.7 POL
36.3 PPL
374 000
38.1 POO
40.0 SO0
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L’ étude des profiles chromatographiques des différentes fractions a permis de déterminer leur

composition en triglycérides (Tableau 19).

Tableau 19: Détermination de la teneur en triglycérides de I’ huile totale des graines de
Nigella sativa cultivée localement et de ses quatre fractions neutres.

Tempsderétention Triglycérides déterminés % estimé
Fraction 1
32.71 OLL 0.57
33.1 OoOoL 0.77
34.08 PLL 36.9
35.89 POL 304
36.33 PPL 31.36
375 000 Traces
37.9 SOL Traces
38.0 POO Traces
38.3 ND Traces
Fraction 2
257 LLLn ND
27.6 OLnLn ND
30.6 LLL ND
324 OLL ND
335 PLL ND
36.75 PPL ND
Fraction 3

241 ND 16.2
257 LLLn 35.2
27.6 OLnLn 6.14
28.2 ND 6.4
30.1 LLL Traces
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33.38 PPL 44
35.58 POL 314
Fraction 4

32.21 OLL 2.88
34.20 OoOoL 23.34
34.90 SLL 38.81
35.43 POL 4.67
36.53 PPL 40.29

Les résultats indiquent une variation assez importante dans la composition en TG dans les
guatre fractions. En effet, dans la fraction F1, huit TG ont été détectés avec des taux
différents. Les trois TG majoritaires sont les PLL, PPL et POL dont les teneurs sont
respectivement 36.9, 31.36 et 30,4%. Lafraction F2 présente six TG mais malheureusement
la détermination des leurs taux n’'a pas éé possible. Dans la fraction F3, cing TG ont é&é
caractérisé dont le LLLn est le plus abondant avec un taux de 35.2 %. Enfin, dans la F4, cing
TG ont étéidentifiés. Le PPL est présent avec un taux de 40.29 % suivi par le SLL a un taux
de 38.81 %.

1.5. Composition en stérols et alcools supérieurs

L’étude de la composition d'une huile vegétale en stérols apporte des informations
importantes quant a la qualité de cette huile. Aingi, I’é&ude de la composition de I’ huile des
graines de Nigella sativa en stérols peut apporter certaines explications par rapport a ses effets

pharmacol ogiques.

Apres I’ élimination des saponifiables, lateneur de I’ huile totale des graines de Nigella sativa
et ses quatre fractions neutres en stérols et alcools supérieurs a été déterminée dans la partie
insaponifiable de I’ huile totale. Rappelons que cette derniere ne constitue qu’ environ 5 % de

I"huile. Les chromatogrammes obtenus sont présentés (Figures 42 a 46).
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Figure 41: Chromatogramme des stérols et alcools supérieurs de I’ huile totale

Figure 42: Chromatogramme des stérols et alcools supérieurs de lafraction 1
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Figure 43 : Chromatogramme des stérols et alcool s supérieurs de lafraction 2

Figure 44 : Chromatogramme des stérols et alcool s supérieurs de lafraction 3
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Figure 45 : Chromatogramme des stérols et alcools supérieurs de lafraction 4

L’ utilisation des solutions des stérols et alcools supérieurs standards a permis I’ identification
de ces composés dans I huile et dans ces fractions neutres grace a la comparaison des temps
de rétentions (Tableau 20). Les teneurs exprimées sont calculées dans la fraction des

insaponifiables.

Tableau 20 : Composition en stérols et alcools supérieurs de I'huile totale des graines de

Nigella sativa et de ses quatre fractions neutres.

Tempsderétention Nature du compose Teneur estimée (%)
L huiletotale
6.00 1-eicosanol 1.79
10.81 1-tetracosanol 0.62
12.65 1-hexacosanol 0.50
14.48 1-octacosanol 0.001
14.55 Cholestérol 0.02
15.31 Campestérol 1.65
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15.59 Stigmastérol 2.71
16.17 1-triacontanol 7.89
16.29 b-sitostérol T (0.0007)
16.35 Stigmastanol 0.79
Fraction 1
>87 1-eicosanol 0.22
8.75 1-tetracosanol 0.95
10.57 1-hexacosanol 2.45
12.93 1-octacosanol 1.17
13.21 Cholestérol 2.39
13.71 Campestérol 5.60
14.00 Stigmastérol 0.64
1412 1-triacontanol 211
14.58 b-sitostérol 2.34
14.83 Stigmastanol 0.41
Fraction 2
589 1-eicosanol 0.04
8.87 1-tetracosanol 0.59
10.89 1-hexacosanol 0.20
1301 1-octacosanol 0.14
13.27 Cholestérol 0.13
13.62 Campestérol 0.52
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13.98 Stigmastérol 9.38
14.45 1-triacontanol 4.25
14.58 b-sitostérol 4.28
14.83 Stigmastanol 0.75
Fraction 3
585 1-eicosanol 1.87
8.38 1-tetracosanol 1.02
11.86 1-hexacosanol 0.08
1350 1-octacosanol 0.20
13.69 Cholestérol 162
14.32 Campestérol 0.03
14.76 Stigmastérol 0.19
1513 1-triacontanol 0.30
15.21 b-sitostérol 0.40
1541 Stigmastanol 0.09
Fraction 4
583 1-eicosanol 0.02
8.85 1-tetracosanol 0.33
1187 1-hexacosanol 0.01
13.60 1-octacosanol 0.05
13.67 Cholestérol 0.04
14.40 Campestérol 0.04
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14.41 Stigmastérol 0.10
15.05 1-triacontanol 0.43
15.31 b-sitostérol 0.09
15.54 Stigmastanol 0.22

T : traces.

Remar que : le temps de rétention du standard interne, 5-alpha-chol estane, est environ 11 min.

Le calcul des taux des stérols de chague fraction dans la fraction des insaponifiable est

présentée sur le tableau suivant :

Tableau 21: Teneur globale de stérols et alcools supérieurs dans chaque fraction de I’ huile

des graines de Nigella sativa

Fraction Taux stérols/insaponifiables (%)
Huiletotale 1541
F1 18.38
F2 20.28
F3 58
F4 1.33

L’examen approfondi des résultats de I'analyse indique une richesse de I’huile totale de
Nigella sativa en différents stérols et alcools supérieurs. En effet une large gamme de stérols a
été identifiée dans notre huile avec dix composés différents dans I'huile totale. Le 1-
triacontanol est le composé majoritaire avec un taux de 7.89 %, suivi de stigmastérol (2.71 %)
et le campestérol (1.65 %). Les stérols contenus dans I huile totale représentent environ 15.4

% des insaponifiables.

La fraction F1 compte auss dix composés identifiés. Les stérols et acools supérieurs
représentent 18.38 % des insaponifiables. Le stérol le plus abondant est le campestérol (5.6
%). Lel-hexacosanol, le cholestérol, le b-sitostérol et le 1-triacontanol sont aussi présents
mais avec des taux moins importants (2.45, 2 .39, 2.34 et 2.11 % respectivement).
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Les stérols identifiés dans la fraction F2 représentent 20.28 % des insaponifiables. Le
stigmastérol est le stérol magjoritaire avec un taux de 9.38 %. Le b-sistostérol et le 1-
triacontanol sont présents avec les taux respectifs de 4.28 et 4.25 %.

Dans Le fraction F3 on note une diminution importante dans le teneur en stérols. Leur taux
n’excede pas les 5.8 % des insaponifiables. Le 1-eicosanal, le 1-tetracosanol et le cholestérol

sont les stérols majoritaires avec les taux de 1.87, 1.02, et 1.62 % respectivement.

Les stérols et acools supérieurs de la fraction F4 constituent uniquement 1.33 % des
insaponifiables. Tous les composeés sont présents avec des taux inférieurs a 1 %. Cependant le

plus abondant de ces composes est e 1-triacontanol (0.43 %).

La comparaison de nos résultats avec ceux trouvés dans d'autres éudes révele certaines
divergences concernant le taux des stérols, leur nature et méme le composé majoritaire. Ainsi,
Atta (2003) avait identifié, dans d'huile de Nigella sativa cultivée en Egypte, cing stérals,
dont le b-sitostérol est le composeé majoritaire avec une concentration de 960 = 60 mg pour

100 g d' huile, approximativement 1 %.

Dans une autre étude, I" huile de Nigella sativa renferme 0.36 % de stérols et le b-sitostérol est
présent avec un taux allant de 32.2 a 34.1 % des stérols totaux, le AS-avenastérol (27.8 2 27.9
%) et le A7-avenastérol (18.5 a 22.0 %). Stigmastérol, campestérol et lanostérol ont été
détectés dans cette huile mais avec des taux plus faibles compris entre 17.6 et 19.5 %
(Ramadan et M 6r cel, 2002).

2. Effet hypoglycémiant des extraits des graines de Nigella sativa

2.1. Recherchedel’ activité hypoglycémiante chez lerat diabétique

Laglycémie, est le premier paramétre a prendre en considération lors de I’ é&ude du diabéte ou
de I’ éude des effets des différents traitements sur cette pathologie. La premiere mesure de la
glycémie a été effectuée apres 72H de I'induction du diabete. Elle permet de vérifier
I'installation du diabéte apres destruction partielle du pancréas sous I'effet de la
streptozotocine. Dans plusieurs cas la glycémie n’est pas importante, conségquence de |’ effet
protecteur de la nicotinamide sur le pancréas (M asiello et al., 1999).

Une fois la glycémie vérifiée, le traitement des rats avec les différents extraits débute. La
glycémie est mesurée au 15°™ et au 30°™ jour du traitement. Les taux de réduction de la

glycémie sont calculés par rapport ala glycémie initiale de chague groupe (Tableau 22).
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Tableau 22 : Effet hypoglycémiant des extraits de Nigella sativa

Groupes d’animaux

Blood glucose (mg/dL)

Avant le traitement

Apresletraitement

% dereduction dela
glycémie

15" jour

30°™ jour

15" jour 30" jour

Rats diabétiques non
traités (Control)

203.2+ 4.7

192.6+ 3.6

187.1+8.3

Rats normaux

784+3.1

72.3+43

755+3.6

Rats diabétiques +
huile totale
(400mg/K g/jour)

208.3+4.7

132.7 £ 6.3*

96.5 + 3.1**

36.5 535

Rats diabétiques+
extrait méthanolique
délipidé

(400 mg/K g/jour)

191.3+ 3.8

1784+ 4.7

168.3+ 5.6

6.5 118

Rats diabétiques
traités par I huile
totale

(100mg/K g/jour)

143.5+1

93.6+5*

92.7+4*

34.55 354

Rats diabétiques
traités par lafraction
polairedel’ huile
totale

(100mg/K g/jour)

129.6+2

88.9+2*

114.3+3

314 9.72

Rats diabétiques
traités par lafraction

neutre del’ huile totale

(100mg/Kg/jour)

110+3

86+4

90+6

21.55 18

Rats diabétiques
traités avec la
metformin

(65 mg/Kg/jour)

1763+ 7.2

109.1 + 3.2*

97.3+5.2%*

37.9 44.6

Résultats exprimés en moyenne + SE, n= 7, *P<0.05, **P<0.01
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Les valeurs de la glycémie initiale varient d’un groupe a un autre. Les glycémies les plus
importantes sont celles des groupes de control (rats diabétiques non traités; 203.2 + 4.7
mg/dL) et le groupe des rats traités avec 400mg/Kg/jour (208.3 £ 4.7 mg/dL). La glycémie
initiale N’ est pas tres élevée pour les groupes de rats traités avec 100mg/Kg/jour de lafraction
neutre de |’ huile (110 £ 3 mg/dL) et les rats traités avec 100mg/Kg/jour de lafraction polaire
del’huile (129.6 £ 2 mg/dL). Le groupe de rats normaux ont une glycémie moyenne de 78.4 +
3mg/dL.

Apres 15 jours du début du traitement, nous avons observé une réduction variable de la
glycémie des différents groupes. Les rats traités avec |’ extrait méthanolique délipidé (400
mg/Kg/jour) ont une glycémie réduite seulement de 6.5%. Ce taux atteint 11.8 % apres 30
jours de traitement. Cependant, chez les rats traités avec 400 mg/Kg/jour de I’ huile totale, la
glycémie est réduite de 36.5% au bout de 15ours et atteint 53.5% aprés 30 jours de

traitement.

Afin de vérifier s I'effet de I'huile totale est maintenu a une concentration plus faible, le
traitement est réalisé par des doses de 100 mg/Kg/jour. Le taux de réduction de la glycémie de
34.55 %, apres 15 jours de traitement ; est presque identique a celui observé de 36.5 % a 400
mg/Kg/jour. Cependant, la prolongation du traitement a 100 mg/Kg/jour a 30 jours ne réduit
5éme au 3Oéme

pas d’ avantage la glycémie. Cette derniere est plut6t stabilisée du 1 jour de

traitement (93.5+ 5mg/dL. et 92.7 £ 4 mg/dL).

Les fractions polaires et neutres de |’ huile totale, obtenues par fractionnement de I’ huile totale
sur colonne de silice, ont été testées afin de déterminer la nature des constituants lipidiques
responsables de |’ effet hypoglycémiant observe. Les résultats montrent que la fraction polaire
de I’ huile totale testée a une dose de 100 mg/Kg/jour réduit la glycémie de 31.4 % apres 15
jours de traitement. La fraction neutre testée avec la méme concentration la réduit de 21.55 %
apres 15 jours. Cependant, cet effet n'est pas maintenu apres 30 jours de traitement ou les
taux de réduction de la glycémie sont de 9.72 % et 18 % pour lafraction polaire et la fraction

neutre respectivement.

D’une maniére globale, les résultats obtenus en utilisant I huile et |’ extrait méthanolique sont
en adéquation avec plusieurs études réalisées sur |’ effet hypoglycémiant de Nigella sativa. En
2001, Mera et ses collaborateurs ont montre que I’ administration de 20 ml/Kg/jour de I’ huile
de Nigella sativa durant 2 mois réduit significativement la glycémie chez des lapins rendus
diabétiques par I’administration de I’alloxan. L’effet hypoglycémiant de I’ huile de Nigella
sativa a été egalement observe chez les hamsters rendus diabétiques par la streptozotocine ou
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I” huile de Nigella sativa diminuait la glycémie des animaux de 391 + 3 mg/dl a325 + 5 mg/dl,
246 + 6 mg/dl, 208 + 3 mg/dl et 179 + 3 mg/dl aprés respectivement la 1%, 2°™ 3¢ gt 4°M®
semaine de traitement (Fararh et al., 2004).

La production hépatique du glucose par la gluconéogenése a été significativement réduite au
cours du traitement par rapport aux hamsters non traités (Fararh et al, 2004). Il a éé
démontré aussi que I’administration de la thymoquinone, un compose phénolique de I’ huile
essentielle de Nigella sativa, réduit le taux de la glycémie chez les hamsters rendus
diabétiques par |a streptozotocine, via la diminution de la gluconéogenése hépatique (Fararh
et al, 2005).

Dans une étude plus récente, I’administration orale de I’ extrait méthanolique des graines
Nigella sativa (300 mg/Kg/jour) a des rats rendus diabétiques par la streptozotocine durant 30
jours, réduit significativement la concentration sanguine élevée de glucose, des lipides, de
Iinsuline et corrige les niveaux atérés de la peroxydation lipidique et des enzymes
antioxydants (Kaleem et al., 2006).

Dans une autre étude, les groupes de rats traités, respectivement, avec 400mg/kg /jour et
50mg/kg /jour de Nigella sativa et de thymoquinone, durant 12 semaines a partir du 2éme jour
de I’administration de la streptozotocine ont présentés une diminution significative du taux
sanguin du glucose et une augmentation de la concentration plasmatique de I'insuline
(Kanter, 2008).

L*administration orale de I’ extrait méthanolique brut des graines de Nigella sativa (810 mg/
kg/ jour) et de I'huile (2.5 ml/ kg/jour), pendant 25 jours, a conduit a une diminution
significative de la glycémie et de la concentration sanguine des lipides (triglycérides et
cholestérol) des rats rendus diabétique par |’ alloxan (Houcher et al., 2007).

2.2. Effet desextraitsdes graines Nigella sativa sur lestaux deslipides sanguins

Le métabolisme lipidique est étroitement lié a celui des glucides. Les deux métabolismes se
rejoignent dans ce qu'on appelle le métabolisme énergétique. La perturbation de I'un a
forcément des conséquences sur |’autre. C'est |e cas dans les pathologies dites métaboliques,
notamment e Diabete (Kelley et al., 2002). C’ est pour cette raison que lors de cette étude les
extraits des graines de Nigella sativa, appliqués certes pour I'éude de leur effet
hypoglycémiant, ont é&é aussi examinés pour leur effet sur les lipides sanguins, a savoir, le
cholestérol et les triglycérides. Les taux des triglycérides, cholestérol et urée ont été
déterminés avant le début des traitements et ala fin de I expérience (30°™ jour). Les résultats
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des dosages réevelent que Nigella sativa agit d'une maniere variable sur ces parameétres
(Tableau 23).

Tableau 23: Effet de Nigella sativa sur les taux des triglycérides et cholestérol plasmatiques

Triglycerides Cholesteral total
Groupes (mg/dL) (mg/dL)
d’animaux Avant le 30°™ jour Avant le 30°™ jour
traitement traitement
Rats diabétiques non traités 51+5 67+ 26 5+8 73+11
(Control)
Rats normaux 23t 4 3514 387 45+ 8
Rats diabétiques + huile 35+4 16+ 3" 78+ 6 51 + 4*
totale (400mg/K g/jour)
Rats diabétiques+ extrait 20+6 25+3 71+ 4 59 + 4*
méthanolique délipidé (400
mg/Kg/jour)
Rats diabétiques traités par
I’ huile totale
(100mg/K g/jour) 148+4 93.5+8* 67.7+7 75.6+3
Rats diabétiques traités par la
fraction polaire de !’ huile .
totale (100mg/K g/jour) 125+9 93+2 75.612 93+2
Rats diabétiques traités par la
fraction neutre de | huile
totale (100mg/K g/jour) 32+5 275+3 66.2+ 7 814+2
Rats diabétiques traités avec
la metformin .
33+5 38+ 10 67+ 6 72+8
(65 mg/Kg/jour)

Résultats exprimés en moyenne + SE, n= 7, *p<0.05, **p<0.01.
L’extrait méthanolique délipidé ne réduit pas de maniere significative le taux des
triglycérides. La réduction apres 30 jours de traitement est seulement d’ environ 13 %. L’ effet
de I'huile totale testée a une concentration de 400mg/Kg/jour durant 30jours réduit les
triglycérides de 35 + 4 mg/dL a 16 + 3 mg/dL, soit un taux de réduction de 54.29%. Le méme

extrait testé a une concentration plus faible (100mg/Kg/jour) réduit significativement la
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concentration des triglycérides d’ environ 38% (de 148 a 93.5 mg/dL). Lafraction polaire de
I"huile totale administrée a la dose de (100mg/Kg/jour) réduit le taux des triglycérides de
25.6% alors que la fraction neutre appliquée avec la méme concentration diminue, moins
efficacement, le taux de ces lipides de 15.5%. Finalement, la métformine n’a aucun effet sur

le taux destriglycérides.

Contrairement a I’ effet notable sur les triglycérides, I effet de I'huile des graines de Nigella
sativa et de ses fractions sur le cholestérol total est moins important. Seul |extrait
méthanolique délipidé et |” huile totale a concentration de 400mg/Kg/jour ont un effet sur le
cholestérol total. En effet, I’extrait méthanolique délipidé réduit le cholestérol de 17% alors
que I"huile totale réduit significativement le cholestérol de 35% apres 30 jours de traitement.
A des concentrations plus faibles; I"huile ses fractions polaire et neutre ne réduisent pas le

taux du cholestérol.

La cholestérolémie et la triglyceridémie sont des paramétres biochimiques qui varient en
fonction de I’ état physiologique de I'individu (obésité, diabéte, syndromes métaboliques...).
Dans le cas du diabéte, la diminution de I’insuline provoque une augmentation des taux du
cholestérol et des triglycérides (Hennen, 2001; Devos, 2008). Plusieurs études réalisées sur
I effet des graines de Nigella sativa sur I’ évolution des lipides plasmatiques chez des animaux
diabétiques ou normaux, révelent que I'huile fixe de ces graines normalisent les niveaux
sanguins de ces parameétres (Zaoui et al., 2002, Mai Le et al., 2004, Al-Baeitawi et al.,
2009). De plus, Il a été rapporté que les acides gras contenus dans | huile des graines de
Nigella sativa sont responsables de I’ effet de | huile sur la cholestérolémie (Al-Baeitawi et
al., 2009). Ces acides gras agissent en inhibant la synthése du cholestérol par les hépatocytes
(Al-Baeitawi et al., 2009).

Nos résultats concordent bien avec les études publiées en ce qui concerne |’ effet de I’ huile
totale sur le taux du cholestérol (Sanvlemente et al., 2009 ; Rangachari et al., 2011).
L’ extrait méthanolique délipidé a aussi un effet sur la réduction de la cholestérolémie. Cet
effet, bien qu'il ne soit auss marqué que celui de I'huile totale, laisse suggérer que les
composes qui sont actifs sur la réduction du taux du cholestérol, peuvent ne pas étre des
composes liposolubles. L’ extrait méthanolique renferme généralement des composés polaires

tels que les composes phénoliques hydrosolubles (Zlata, 1992).

Des études réalisées sur |’ effet des extraits des graines de Nigella sativa sur les triglycérides
chez des rats diabétiques, montrent encore une fois que I’ huile fixe réduit significativement le
taux des triglycérides plasmatiques (Zaoui et al., 2002, Mai Le et al., 2004, Al-Baeitawi et
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al., 2009). Al- L’effet de I’extrait brut des graines de Nigella sativa sur la réduction de la
triglyceridémie peut étre attribué a la thymoquinone (Al-Baeitawi et al., 2009). Nos résultats
montrent que |’ efficacité de la réduction des triglycérides varie énormément d’un extrait a un
autre. L' huile fixe est plus active et ses constituants polaires semblent renfermer le ou les

Ccomposes responsabl es de cet effet.

2.3. M écanismes potentiels de |’ effet hypoglycémiant de Nigella sativa

L’ objectif de cette étude est de comprendre le mécanisme selon lequel les extraits des graines
de Nigella sativa réduisent la glycémie chez les rats diabétiques. Pour cela, deux cibles
d’action ont été choisi ; (i) la cible post-prandiale; via I’inhibition de |’ apha-glucosidase
intestinale et (ii) I’ effet sur la régénération des ilots de Langerhans, détruits par I’injection de
la streptozotocine. Le choix de ces deux cibles était fait en raison de leur accessibilité

expérimentale et lafacilité relative de la mise au point des méthodes d’ études.

2.3.1. Effet hypoglycémiant post-prandial de Nigella sativa

L’ hyperglycémie post-prandial e constitue une des conséquences de la diminution de I’insuline
notamment dans le diabéte de type2 (Blicklé, 2000 ; Magnan et Ktorza, 2005). L’ activité
post-prandiale des extraits des graines Nigella sativaa été évaluée en administrant, par gavage
gastrique, a des rats normaux 100 mg/Kg d amidon et 100 mg/Kg de glucose. Le gavage avec
I’amidon est utilisé pour éudier I'effet de I'huile totale des graines de Nigella sativa sur
I"hydrolyse intestinale de I'amidon par les glucosidases intestinales (Shim et al., 2003). Par
contre, I" utilisation du glucose vise a vérifier |’ effet des extraits sur | absorption du glucose au
niveau des intestins (Nistor, 2009).

La glycémie a éé mesurée aprés 18h de mise a jeun des rats (G0). Apres le dosage du
glucose, chague groupe de rat a recu un volume de 2ml de |’ extrait. Une solution d’ amidon
(ou de glucose) (100 mg/Kg) a été administrée 40 minutes aprés I’ administration des extraits.
Trente minutes plus tard, un deuxieme prélevement et dosage de la glycémie a été effectué
(G1). La différence (AG1-GO) entre les glycémies a été déterminée pour décrire I’effet post-
prandia des extraits des graines de Nigella sativa (Tableau 24).

Les résultats montrent clairement I’ effet positif de |” huile totale et de ses fractions polaire et
neutre sur | hydrolyse intestinale de I’amidon et sur le transport du glucose. Cet effet post-
prandia est, cependant, variable en fonction de la cible moléculaire. Ainsi, L’ huile totale (100
mg/Kg), administrée avant le gavage avec I’amidon, réduit significativement la différence de
la glycémie (p<0.05) de 28.%. De plus, seule la fraction polaire de cette huile réduit encore
I’ écart de la glycémie avec un taux de 45.72%. La fraction neutre n’a pas un effet significatif
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du fait qu'elle ne réduit la variation de la glycémie que de 5.72 %. L’ acarbose, tétraholoside
de synthése utilisé pour I’inhibition de I’ alpha-glucosidase, réduit fortement la différence de
glycémie lorsqu’ on utilise I’ amidon comme substrat.

Tableau 24 : Effet hypoglycémiant post-prandial des extraits de Nigella sativa

Amidon A G1-GO Taux de Glucose A G1-GO Taux de
(100mg/K g) réduction (%) (100mg/K g) réduction (%)
Groupe 1 0.35+0.004 - Groupe 1 0.66 £ 0.021 -
Groupe 2 0.25 = 0.010* 28.58 Groupe 2 0.23 £ 0.022** 65.84
Groupe 3 0.19 £ 0.011* 45,72 Groupe 3 0.09 £ 0.012** 86.37
Groupe 4 0.33+ 0.009 5.72 Groupe 4 0.17 + 0.013** 74.25
Groupe 5 0.13+0.011 62.86 Groupe 5 0.12 + 0.022* 81.82

Groupe 1: rats non traités, Groupe 2: rats traits avec |’ huile totale de Nigella sativa (100mg/Kg), Groupe 3: rats

traits avec la fraction polaire de I'huile totale (100 mg/KG), Groupe 4: rats traités avec la fraction neutre de
I"huile totale (100 mg/Kg), Groupe 5: rats traités avec |’ acarbose (100 mg/Kg). * résultat significatif, comparé
aux groupes 5 et 1, p<0.05, **, p<0.01 (n=3)

Inversement, lorsgu’ on examine I’ effet de ces extraits sur la variation de la glycémie en
présence du glucose, il apparait que tous les extraits exercent un effet post-prandial
significatif (p<0.01). La fraction polaire est, cependant, la plus active avec un taux de

réduction de lavariation de la glycémie de plus de 86%.

La signification physiologique de ces résultats est que I’ effet hypoglycémiant des extraits des
graines de Nigella sativa est opéré via deux mécanismes distincts; (i) inhibition de I’ hydrolyse
des glucides par les glucosidases intestinales et (ii) inhibition du transport du glucose libéré
lors de I’ étape précédente, c'est-a-dire, apres |"hydrolyse de |I’amidon. D’une autre part, la
détermination de la nature des molécules responsables de ces actions est d’une grande
importante. Les composeés de la fraction polaire de I’ huile semblent étre impliqués dans le
premier mécanisme, par contre des constituants plus hydrophobes agissent aussi sur le
transport membranaire du glucose, au méme titre que les composes polaires contenus dans la

fraction polaire de |’ huile.

Jusgu’ a présent une seule étude a été réalisée par Meddah et ses collaborateurs (2009) dans le
but d’ ducider I’ effet hypoglycémiant post-prandia des extraits des graines de Nigella sativa.
Ces chercheurs ont démontré que I’extrait aqueux de ces graines inhibait le transport

membranaire du glucose (Na'/glucose co-transpoter, SGLUT1).
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2.3.2. Effet desextraits de Nigella sativa sur I’a-glucosidase

Dans cette étape et apres avoir observé les effets des extraits des graines de Nigella sativa in
ViVO, Nous avons mis au point un test, in vitro, sur I’ alpha-glucosidase de levure pour vérifier
la cible moléculaire. Pour ce test, nous avons utilisé I huile totale de Nigella sativa, |’ extrait
méthanolique délipidé, Ia thymoquinone et les fractions de I’ huile totale. Les sous-fractions
des deux fractions polaire et neutre ont été obtenues par fractionnement de I’ huile totale sur
colonne de silice. L’ effet de I’ ensemble des ces extraits est comparé a |’ action de I’ acarbose,
inhibiteur synthétique de o-glucosidase. Seuls les extraits ayant présentés des -effets
inhibiteurs de I’ a-glucosidase ont ét¢é mentionnés. La détermination des taux d’inhibition a
différentes concentrations a permis de calculer les valeurs de I'lCsy pour chaque extrait
(Figure 46).
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Figure 46: Inhibition de |’ alpha glucosidase par les extraits de Nigella sativa A) inhibition de I’o-

glucosidase par I’ acarbose, B) inhibition de I’a-glucosidase par la fraction 6 (F6), C)
inhibition de I’a-glucosidase par la fractions7(F7), D) inhibition de 1’a-glucosidase par la
thymoquinone (TQ)
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L'huile totale, ses fractions neutres ains que |'extrait méthanolique délipidé, aux
concentrations testées, ne présentent aucun effet significatif sur I’a-glucosidase. Cependant,
I’enzyme est fortement inhibée par les fractions 6 et 7 (1Csp 0.51 £ 0.01mg/ml et 0.55 + 0.02
mg/ml, respectivement). Cet effet est comparable a ceux de I’ acarbose (0.53 £ 0.06 mg/ml) et
la thymoquinone (0.65 + 0.05 mg/ml). L’inhibition de |"hydrolyse des glucides par les
glucosidases dans le tube digestif, constitue la premiere cible du traitement de
I” hyperglycémie post-prandiale (Schafer and Hogger, 2007). Les résultats montrent que ¢’ est
la fraction polaire de I'huile totale des graines de Nigella sativa qui agit mieux sur 1’a-
glucosidase. De plus IC50 des deux fractions polaires sont de la méme grandeur que celle de
I"acarbose, médicament utilisé dans la réduction de la glycémie post-prandiale chez les
diabétiques (Kim et al., 2005; Schafer and Hogger, 2007).

2.4. Effet régénératif desilots de L angerhans des extraits de Nigella sativa

Dans la présente étape de notre étude nous avons testé I’ effet de quelques extraits de Nigella
sativa sur la régénération des ilots de Langerhans chez les rats rendus diabétiques par le
modéle N/STZ. La streptozotocine (65 mg/Kg) détruit les ilots de Langerhans dont la
conséquence est ladiminution de la production de I’insuline et I’ apparition du diabéte chez les
rats. Dans ce cas, la régénération des ilots est quasi impossible, vue I’ampleur des Iésions
provoquées par la streptozotocine sur ces tissus (Masiello et al., 1999). Masiello et ses
collaborateurs ont démontré que I’ utilisation de nicotinamide, a la concentration de 230
mg/Kg, 15min avant I'injection de la streptozotocine permet une protection partielle du
pancréas et préserve environ 40% des ilots de Langerhans. Le diabéte ainsi développé est

comparable acelui de type 2, sans|’ effet associé de |’ obésité.

L’analyse histo-pathologique du tissu pancréatique des différents groupes de rats a été
réalisée apres 17 jours de traitement avec les différents extraits. Les résultats montrent des
effets variables, et ce en fonction du type de traitement utilisé (Figure 47). Le tissu
pancréatique du rat du groupe témoin présente un aspect normal, composé d’ un parenchyme
plein ayant une structure lobulé constituée de lobules séparés par des tissus fibro-adipeux.
Chaqgue lobule renferme des acini séreux, des Tlots de Langerhans et des canaux excréteurs
extralobulaires (Figure 47al). Les1lots de Langerhans sont de taille normale entourés par des

acini (Figure 47a2), et un canal excréteur extralobulaire de taille normale (Figure 47a3).

Le tissu pancréatique de rats du groupe 2 (diabétique non traité) est anormal. Il présente une
atrophie lobulaire (Figure 47b) et une diminution du nombre et de la taille des ilots de

Langerhans. Cet état des ilots est le résultat de I'effet de la streptozotocine dont la
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consequence est la diminution de la sécrétion de I'insuline et I'installation du diabéte
(Masiello et al., 1998).
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Figure 47: Effet des extraits de Nigella sativa sur le tissu pancréatique de rats rendus diabétiques par la
N/STZ.al: Tissu pancréatique de rat normal (groupe 1, Gx10), a2: Tissu pancréatique de rat normal
(groupe 1, Gx40), a3: Tissu pancréatique de rat normal (groupe 1, Gx40), b: Tissu pancréatique de rat
diabétique non traité (groupe 2, Gx40), c1: tissue pancréatique de rat traité avec 100mg/kg /jour de |’ huile
totale (groupe 3, Gx10), c2: tissue pancréatique de rat traité avec 100mg/kg /jour de I’ huile totale (groupe
3, Gx40),d: tissue pancréatique de rat traité avec 100mg/kg /jour de la fraction polaire (groupe 4, Gx40),
el: tissue pancréatique de rat traité avec 100mg/kg /jour de la fraction neutre (groupe 5, Gx10), e2: tissue
pancréatique de rat traité avec 100mg/kg /jour de la fraction neutre (groupe 5, Gx40),f1: tissue
pancréatique de rat traité avec 25mg/kg /jour de thymoquinone (groupe 6, Gx40), f2: tissue pancréatique
de rat traité avec 25mg/kg /jour de thymoquinone (groupe 6, Gx40),g: tissue pancréatique de rat traité
avec 25mg/kg /jour de métformine (groupe 7, Gx40).
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Le traitement des différents groupes avec les extraits lipidiques des graines de Nigella sativa,
provoque des effets plus ou moins notables sur I’ aspect des ilots. En effet, Le pancréas des
rats du groupe 3 (traités avec 100 mg/kg/j, de I'huile totale de Nigella sativa) présente un
aspect sub-normal et les ilots de Langerhans sont de taille moyenne (Figure 47 cl et c2). La
comparaison de leur taille avec celle des ilots des rats du groupe 2 (diabétiques non traités)

indique une amélioration modérée.

Le traitement des rats du groupe 4 avec 100mk/kg/j de I’ huile polaire ne provoque pas une
amélioration de |’ état du tissu pancréatique. La figure 48 d montre une absence de réponse au

traitement et persistance des anomalies desilots.

Le groupe 5 (traité avec 100 mg/kg/j de la fraction neutre) présente un tissu pancréatique
présentant une augmentation assez importante de la taille des ilots de Langerhans (Figure 48
el et €2). Le pancréas des rats du groupe 6 (traité avec 25mg/kg/j avec la thymoquinone)
indique une |égére réponse au traitement qui se traduit par I’ alternance d’ilots de petites et de
moyennes tailles. Un 1lot de taille moyenne (Figure 47f1) et de petite taille (Figure 47f2) sont
représentés. Finalement, Le traitement par la métformine semble ne pas avoir amélioré ni la
taille ni le nombre deslots. L’ aspect du pancréas des rats du groupe 7, traités avec 25mk/kg/j
par lamétformine, indique une absence de réponse au traitement et une persistance des |ésions

provoquées par la streptozotocine (Figure 47g).

Quelques études ont été réalisées sur les effets des extraits des graines de Nigella sativa sur le
pancréas des animaux diabétiques ou normaux. Une dégénérescence et nécrose ont été
observées sur les coupes histologiques des pancréas de lapins diabétiques non traités par
rapport aux coupes de pancréas de lapins diabétique traités par |” huile des graines de Nigella
sativa. Les ilots ont été infiltrés par des cellules mononuclées avec formation d’ cedemes ont
été rapportées (Meral et al., 2001).

Lestravaux de Kanter et ses collaborateurs indiquent que I” huile des graines de Nigella sativa
exerce un effet protecteur sur les cellules B des ilots de Langerhans. Cet effet protecteur est du
a I'action de I'huile sur le stress oxydatif généré par le NO suite a I'action de la
streptozotocine au niveau des ilots de Langerhans (Kanter et al., 2003, Kanter et al., 2004).
Rchid et ses collaborateurs ont constatés que la fraction basic de Nigella sativa permettait de
réduire le taux de la glycémie et de relancer la production de I'insuline a partir des ilots de
Langerhansisolés (Rchid et al., 2004).
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Les effets protecteurs de la thymoquinone ont été démontrés dans plusieurs études. Fararh et
ses collaborateurs ont montrés que |'administration de la thymoquinone avec une
concentration de 50 mg/kg/jour aux hamsters, rendus diabétiques par la streptozotocine, réduit
non seulement et d’une maniere significative les taux du glucose mais aussi le taux de
I’hémoglobine glycosylée. La thymoquinone agit également sur la diminution de la
gluconéogenése (Fararh et al., 2005). La thymoquinone, administrée a 3 mg/kg, semble
protéger le pancréas contre le stress oxydatif généré par le NO (EI-M ahmoudy et al., 2005).

En effet, un tissu pancréatique normal montre une structure lobulée renfermant des ilots de
Langerhans de taille normale, des acini et des canaux exciteurs extra lobulaires. Les coupes
histologiques de pancréas de rats diabétiques non traités présentent une atrophie lobulaire
avec diminution de la taille et le nombre des 1lots de Langerhans. 1l s agit des changements
dégénératifs et nécrotiques et rétrécissement des Tlots. Cela est le résultat de I'injection de la
streptozotocine qui a un effet destructeur sur les cellules B des ilots Langerhans (Masiello et
al., 1998, Kanter, 2003).

Le groupe 3, traité avec I'huile totale montre des ilots de Langerhans avec des tailles
subnormales (moyenne). Ceci indique que I|’huile totale, utilisée a des doses de 100
mg/K g/jours pendant 30 jours, agit positivement sur ce tissu. Cette réponse est exprimee par
I’augmentation de lataille desilots de Langerhans. Il s agit d’un changement régénératif et/ou
prolifératif desilots.

La comparaison des tissus des groupes traités avec la fraction polaire, la fraction neutre, la
thymoquinone et la métformine a permis de tirer les conclusions suivantes; (i) le pancréas
traité avec I’ huile polaire ne présente pas de réponse au traitement. On a noté la persistance
des anomalies retrouvées chez les rats diabétiques non traités, (ii) les pancréas des animaux
traités avec |” huile neutre présentent une augmentation de la taille desilots de Langerhans. Ce
changement indique une régénération des cellules B pancréatique, ( iii) le traitement avec la
thymoquinone a permis larégénération /prolifération partielle. Ceci est traduit par I’ alternance
d'1lots de petite et de moyenne taille. Cette amélioration dans |’ aspect des ilots est, cependant,
modérée comparée a |’ effet observé avec de lafraction neutre et (vi) le pancréas traité avec la
métformine présente une persistance des Iésions ce qui exclut |’ effet de la métformine sur le

pancréas.

D’un autre point de vue, I'effet hypoglycémiant, déterminé dans cette éude, peut étre
considéré comme relativement modéré a I’ exception de celui de la fraction polaire, comparé
aux résultats obtenus dans d’ autres études : Meral et al., 2001 ; Kanter et al., 2003; Kanter

110



Résultats et Discussion

et al., 2004 ; Kaleem et al., 2006 ; Houcher et al., 2007. Ceci peut étre expliqué par le choix
de concentrations relativement faibles de I’ huile totale (100 mg/kg/jour) aors que dans des
études similaires les concentrations étaient nettement plus élevées. Par exemple, Kanter et ses
collaborateurs ont utilisé un volume de 0.2 mi/kg/jour, pendant un mois, de |’ huile essentielle
des graines de Nigella sativa. Cette concentration a permis de réduire la glycémie,
I’augmentation de |’ insulinémie et de relancer la production de I’insuline apres |a régénération
les ilots de Langerhans (Kanter et al., 2003; Kanter et al., 2004). Mera et ses
collaborateurs ont utilise 20 mi/kg/jour chez le lapin (Meral et al., 2001). Kaleem et ses
collaborateurs ont utilisé des doses de 300mg/kg/jour de I’ huile des graines de Nigella sativa
pour observer une réduction de la glycémie (Kaleem et al., 2006). L’ huile des graines de
Nigella sativa et son extrait méthanolique brut ont été également utilisés & une concentration
de 810 mg/kg/jour chez les rats rendus diabétiques par I’ alloxan (Houcher et al., 2007).

L’ effet hypoglycémiant de la thymoquinone a50 mg/kg/jour a été également rapporté (Fararh
et al., 2005). Lamétformine a été aussi utilisée avec des concentrations plus élevées que celle
utilisée dans la présente étude (350 mg/kg/jour) et aucun effet n’a été observé (Gawler et al.,
1988).

En conclusion, dans cette partie, nous avons confirmés |’ activité hypoglycémiante des extraits
des graines de Nigella sativa. Cette activité est surtout due a la fraction polaire de I huile
totale. Les autres fractions exercent bien un effet hypoglycémiant, mais relativement faible

comparé alafraction polaire.

3. Evaluation del’hépatotoxicité des extraits de Nigella sativa
Apreés avoir démontré |’ effet hypoglycémiant de quelques des extraits des graines de Nigella
sativa nous nous sommes intéressés a |’ approche toxicol ogique d' évaluer |a toxicité hépatique
subaigué de ses extraits. Plusieurs méthodes ont été utilisées ; les tests sur les PCL S, dosage
des paramétres enzymatiques et non enzymatiques de I'intégrité hépatique et |’examen
histologiques des tissus apres le traitement des rats diabétiques par les différents extraits des
graines de Nigella sativa.

3.1. Evaluation de |’ hépatotoxicité des extraits de Nigella sativa par la méthode des PCL S

Pour remplacer |’ utilisation des cellules isolées qui avait quelques limitations et inconvénients
comme la destruction des membranes des cellules, la rupture des jonctions cellulaires suite a
I’utilisation des enzymes protéolytiques et la perte de la polarité normale des hépatocytes
comparé a un foie saint (Evdokimova et al, 2001), le modéle des PCLS a été choisi pour
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mieux évauer I'huile totale des graines de Nigella sativa sur les hépatocytes. Le control de
I’effet des extraits est obtenu par le dosage de I'ATP, exprimé en nmoles d' ATP/mg de

protéines.

Trois extraits (méthanolique délipidé, I’ huile totale et |a fraction polaire de | huile totale) ont
été testés en présence et en absence d'un dacétaminophen (paracétamol), agent
hépatotoxique. Les effets des extraits et de I’ acétaminophen sont comparés a I’ action d’un
compose hépato-protecteur, le N-acetyl-cysteine (NAC) (Figure 49).

4.5+
nM ATP/mg proteines

T
: L

0.5+

0

CT Ac ActNac Ac+TL Ac+tMe Ac+PLF TL Me PLF
Extraits

Figure 48 : Evaluation de I’ hépato-toxicité des extraits des graines de Nigella sativa.CT: dices de
control  (sans traitement), AC: Slices traitées avec |’ acetaminophen, Ac+NAC: Slices
traitées avec acetaminophen + N-acetyl-cysteine, Ac+TL: slices avec I’ acetaminophen et
I"huile totale de Nigdlla sativa , Ac+tMe: dlices traitées avec acetaminophen + |’ extrait
méthanolique de Nigella sativa, Ac+PLF: dices traitées avec I'acetaminophen + la
fraction polaire de I'huile de Nigella sativa, TL: dices traitées avec |'huile totale de
Nigella sativa, Me: dices traitées avec |’ extrait méthanolique de Nigella sativa, PLF:
slices traitées avec la fraction polairede |" huile de Nigella sativa. PCLS ont été incubées
durant 24h & 37°C. Concentrations utilisées sont comme suit: AC: acetaminophen, 10
mM, NAC: N-acetyl-cystein: 10mM, TL: huile totale de Nigella sativa : 1 mg/ml, Me:
extrait méthanolique de Nigella sativa: 1 mg/ml, PLF: fraction polaire de I'huile de
Nigella sativa: 1 mg/ml. P < 0.05 comparés aux valeurs du control (a 1’exception de
PNAC), * amélioration significative (p<0.05) comparé a AC+NAC.

Dans les conditions normales (CT) et en absence d agents chimique, le niveau de I'ATP est
d’ environ 3.88+0.3nmol/mg. L’acétaminophen utilisé avec une concentration de 10 mM
induit une diminution du taux de I’ATP jusgu’a 1.7+0.3 nmol/mg. Par contre, la présence du
NAC protege les tissus hépatiques contre |’ effet toxique de I’acétaminophen. Cet effet se
traduit par la conservation d'un taux quasi normal del’ ATP (3.6 £0.45 nmol/mg) comparé au

slices normales.
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Les extraits des graines de Nigella sativa ont été testés dans les mémes conditions. En absence
de I’acétaminophen, |’extrait méhanolique délipidé réduit le niveau de I'ATP a 2.4 +0.2
nmol/mg par rapport a 3.88 nmol/mg du control. En présence de I’ acétaminophen, le taux de
I’ATP est de 1.8+0.3 nmol/mg. L’ huile totale utilisée seule (en absence de I’ acétaminophen)
permet une génération de 2.9+ 0.2 nmol/mg d'ATP et en présence de |’ acétaminophen, le
niveau de I’ATP est de 2.7nmol/mg. Finalement la fraction polaire seule engendre un niveau
d’'ATP de 3.0£0.15nmol/mg et en présence de |’acétaminophen, I’ATP décroit jusqu’a
2.25+0.2 nmol/mg. La comparaison des niveaux d’ ATP en présence des extraits des graines

de Nigella sativa par rapport aux contréles CT, AC et AC+NAC montre que::

- Lestroisextraits n’ont pas un effet protecteur contre |’ action de I’ AC. Cela est observé
lorsgu’on compare les taux de I’ATP dans les traitements AC+TL, AC+Me et
AC+PLF aAC+NAC, I'améioration du taux d ATP n’est pas significative.

- Le traitement des dlices avec uniquement (TL, Me et PLF) améliore globalement le
niveau d’ATP, comparé au traitement AC (p<0.05). Cependant, cette augmentation
n'est aussi importante que celle observée dans le traitement AC+NAC. Seule la
fraction PLF améliore significativement de taux d’ATP (p<0.05). Par conséquence,
ces trois extraits peuvent étre considérés comme non hépato- protecteurs mais pas ou

peu toxiques comparés al’ AC.

Des études réalisees sur |’ effet hépato-protecteur des extraits des graines de Nigella sativa
montrent que la thymoquinone, le compose actif de I’huile essentielle de Nigella sativa,
exerce une activité hépato-protective (ImM) en inhibant la diminution de la viabilité
cellulaire et |e largage des enzymes induit par le TBHP, dans les cellules hépatiques isolées. |l
est bien connu que la thymoquinone conduit une préservation du GSH intracellulaire, ce qui
peut expliquer son effet hépato-protecteur (Daba et Abdel-Rahman, 1998).

Il a été rapporté que I'huile volatile des graines de Nigella sativa pouvait empécher la
peroxydation des lipides responsable de I’ dtération des cellules hépatiques chez les lapins
rendus diabétiques (Meral et al., 2001). L’ effet protecteur est le résultat de la diminution de
I’ activité des systémes de défense antioxydants, comme le taux du GSH et la concentration de
la céruloplasmine d’une part et la diminution de la teneur plasmatique de la malondialdehyde
(MDA) d’ autre part (Meral et al., 2001).

3.2. Hépatotoxicité évaluée par les méthodes classiques chez lerat diabétique
Dans le but de mieux exploiter la toxicité des extraits des graines de Nigella sativa ayant
donnés des effets hypoglycémiants significatifs, le dosage des marqueurs d'intégrité

113



Résultats et Discussion

hépatique ont été réalisés, a la fin de I’expérience, sur les rats, traités avec les différents
extraits des graines de Nigdla sativa. L’analyse des marqueurs hépatiques des rats rendus
diabétiques par 1a N/STZ et traites, durant 17 jours, avec I’ huile totale des graines de Nigella
sativa, ses fractions polaire et neutre, la thymoquinone et métformine révele une absence de
toxicité (Tableau 25).

Tableau 25 : Anayse des marqueurs hépatiques des rats traités par les extraits de Nigella

sativa

Groupes | Transaminases | Transaminases v-GT Bilirubine Phosphatise
derats alcaline U/l
(ALAT) U/ (ASAT)UI/ U/l mg/dI

Groupe 1 56,52 + 10,12 20,30+ 4,04 1,35+0,2 0,067 + 0,007 331,9+ 4,75
Groupe 2 22,06 + 2,05** 20,98+ 1,18* 0,87 £ 0,10** 0,021 + 0,004** | 430,15 + 74,74*
Groupe 3 47,16 + 3,31* 26,46 + 2,95* 0,83+0,08** | 0,07 + 0,005 304,43 + 58,87*
Groupe 4 44,27 £ 1,77* 18,00 + 3,32 0,8+ 0,21** 0,047 £ 0,007* | 299,77 + 75,0
Groupe 5 42,33+ 1,92* 20,35+ 1,26 144+ 04 0,059 + 0,005 186,1 + 54,98**
Groupe 6 39,94 + 2,05* 20,91 + 3,91 1,28+ 0,5 0,049+ 0,005 | 305,72 + 83,22
Groupe 7 60,74+ 0,61 24,63+ 0,43 3,58 £ 0,5** 0,04 + 0,007* 310,71+ 38,25

Groupe 1: rats normaux, Groupe 2 : rats diabétiques non traités, Groupe 3: rats diabétiques traités avec
100mg/kg/jour de I huile totale de Nigella sativa, Groupe 4: rats diabétiques traités avec 100mg/kg/jour de la
fraction polaire, Groupe 5: rats diabétiques traités avec 100mg:kg/jour de la fraction neutre, Groupe 6: rats
diabétiques traités avec 25mg/kg/jour de thymoquinone, Groupe 7: rats diabétiques traités avec 25mg:kg/jour de
métformine,(n=7 dans chague groupe), *p<0.05, **p<0.01, comparé au groupe normal

Le dosage des marqueurs hépatiques révéle, d’une maniére générale, que les différents
traitements ne présentent, a priori, aucun effet toxique. En effet, la concentration de I’ ALAT
n’augmente pas d’ une maniere significative chez les animaux traités par I’ huile totale, I’ huile
polaire, I'huile neutre, La thymoquinone, et la métformine (26,46 + 2,95, 18 + 3,32, 20,35+
1,26, 20,91 + 3,90, 24,63 £ 0,43 U/l respectivement) par rapport au groupel (rats normaux)
(56,52 £ 10,12). Chez tous les groupes des rats diabétiques traités, al’ exception des animaux
diabétiques traités avec la métformine, on note une réduction significative des taux de
I’ALAT (p=<0.05).

Le taux des ASAT ne change pas d' une maniére significative chez les différents groupes
traités. Seul le groupe 3, traité avec 100mg /kg de I’ huile totale présente une augmentation
légere mais significative des ASAT (26,46 + 2,95), comparé au groupe 1 normal (20,30 £
4,04) (p<0.05).
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Le dosage de gamma GT révéle que les groupes présentent des valeurs normales et ne révele
aucune anomalie soulignant |’ absence de cytolyse hépatique. En effet, le taux de gamma GT
des rats diabétiques non traités (G2), rats diabétiques traités par I'huile totale (G3), rats
diabétiques traités par la fraction polaire (G4) présente une légére diminution (0,87 + 0,10,
0,83 £ 0,08, 0,80 + 0,21 U/l respectivement par rapport au groupe témoin (1,35 + 0,2 U/l).
I’augmentation de lagamma GT des rats du groupe traité avec 100mg /kg de lafraction neutre
n'est pas significative. Cependant, une augmentation remarquable de la concentration de
ganma GT est observée dans le groupe traité par la métformine (3,58+0,57 U/l).Cette

augmentation est trés significative comparée au groupe normal (p<0.01).

Pour la bilirubine totale, on note une diminution significative (p<0.05) des concentrations des
groupes traités par |'huile polaire, I huile neutre, la thymoquinone, et la métformine (0,047 +
0,007, 0,059 = 0,005, 0,049 + 0,005, 0,040 + 0,007 mg/dl respectivement) par rapport au
groupe témoin (0,067 + 0,007 mg/dl). Une augmentation non significative du taux de la
bilirubine totale est observée pour le groupe traité par I huile totale (0,070 + 0,005 mg/dl) par
rapport au groupe témoin. Cependant une diminution importante est notée dans le groupe G2
(0,021 + 0,0004 mg/dl).

D’ apres les résultats des dosages de la phosphatase alcaline, une diminution globale a été
enregistrée pour |I'ensemble des groupes traités. Cette diminution est significative pour les
groupes 3 traités avec I’huile totale (p<0.05). Il est important de signaler que la diminution du
taux de la phosphatase alcaline est trés significative pour les animaux traités avec la fraction
neutre (G5) (p<0.05).

Bien qu’une diminution globale des marqueurs hépatique ait été observée apres les différents
traitements avec I'huile totale de Nigella sativa et ses deux fractions neutre et polaire, la
thymoquinone et la métformine, cela n'indique pas une quelconque toxicité. En effet, une
toxicité hépatique se traduit par une augmentation des taux des marqueurs hépatiques dans le

sang, résultat de Iésions au niveau du tissu hépatique.

3.3. Histopathologie des tissus hépatiques desratstraités

Les résultats de I'analyse histo-pathologique du foie sont présentés sur la figure 49.
Contrairement aux résultats du dosage des marqueurs hépatiques, qui n’ont révélé aucune
toxicité apparente, |’ analyse histo-pathol ogique, montre que quel ques traitements causent des

|ésions hépatiques plus ou moins importantes (Figure 49).
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L e tissu hépatique des rats du groupe témoin présente un aspect normal, composeé de plusieurs
lobules. Chaque lobule est composé des hépatocytes séparés par des capillaires sinusoidaux
convergeant vers une veine Centro-lobulaire. L’ espace porte d'un foie normale est composé
de trois lumiéres: une veine, |’artére, et le canaicule biliaire (Figures 49 Al et A2). En
comparant le tissu hépatique de rat du groupe 1 avec celui du groupe 2 (diabétique non traité),
on remargue que ce dernier présente un éargissement de I'espace porte a cause de la
formation d’ un cedeme (Figure 49B).

Le foie des rats du groupe 3 (traité avec 100 mg/Kg/j de I’ huile totale des graines de Nigella
sativa) présente un élargissement de I’ espace porte causé par un ccdeme d’ une part, et d’ une
autre part, on remarque des manifestations inflammatoires dues a I'infiltration des cellules
mononuclées. Ces manifestations indiquent une lésion hépatique ou hépatite (Figure 49 C).
Le tissu hépatique des rats du groupe 4 (traité avec 100 mg/Kg/j de la fraction polaire de
I"huile) présentent un aspect quasi normal avec un espace porte subnormal, sans infiltra
inflammatoire (Figure 49D). Les rats du groupe 5 (traité avec 100mg/Kg/j de la fraction
neutre de I'huile) présentent un éargissement de |'espace porte et une infiltration
inflammatoire débutante dépassant pas la lame bourdante ce qui est synonyme d’'une Iésion
hépatique (Figure 49 E). Le foie des rats du groupe 6 (traité par 25mg/Kg/j par la
thymoquinone) présentent aussi un élargissement de I’ espace porte relativement petit, sans
infiltration inflammatoire (Figure 49 F). Le foie des rats du groupe 7 (traité par 25mk/kg/j par
la métformine) est norma présentant un éargissement réduit de I’espace porte, sans

infiltration inflammatoire (Figure 49 G).

La comparaison des coupes histologiques de foie des différents autres groupes nous a permis
de constater que la persistance de I'ccdéme est due au diabéte, alors que I'infiltration
inflammatoire serait due a la fraction polaire. La diminution de I’ @argissement de I’ cedeme,
observée chez le groupe traité avec I’ huile neutre, représente un effet hépato-protecteur exercé
par cette fraction. Cet effet hépato-protecteur n'a pas été observé avec tous les autres

traitements y compris la thymoquinone.
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Figure 49: Effet des extraits des graines de Nigella sativa sur les tissus hépatiques des rats diabétiques.A: tissu
hépatique de rat normal(groupel), A2: tissu hépatique de rat normal(groupel), B: tissu hépatique
de rat diabétique(groupe?), C: tissu hépatique de rat diabétique traité avec I’ huile totale (groupe3d),
D:tissu hépatique de rat diabétique traité avec la fraction polaire (groupe 4), E: tissu hépatique de
rat diabétique traité avec la fraction neutre (groupeb) , F: tissu hépatique de rat diabétique traité
avec TQ(groupeb), G:tissu hépatique de rat diabétique traité avec la métformine (groupe 7)
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Contrairement aux données publiées, la thymoguinone, I’ huile des graines de Nigella sativa
et, notamment, sa fraction polaire présentent une certaine hépato-toxicité. Cette derniére reste
néanmoins modéée du moment quelle n'a pas affectée les margqueurs hépatiques

enzymatiques et non enzymatiques.

L’ effet toxique de la thymoquinone n’a pas été démontré mais au contraire cette molécule
présentait un effet hépato-protecteur (Daba et Abdel-Rahman, 1998). La culture des
hépatocytes isolée en présence de I’ agent hépatotoxique TBHP (2mM) et de la thymoquinone
(ImM) diminue significativement lalibération des enzymes hépatiques et augmente le taux du
glutathion (Daba et Abdel-Rahman, 1998) Dans une étude plus récente, il a éé démontré
que I'huile essentielle de Nigella sativa (0.2ml/kg) administrée par voie intra-péritonéale,
chez des rats , réduit les effets déléteres des Iésion d’ischémie —reperfusion provoguées au
niveau du foie (Lei et al., 2012). Nigella sativa protege le foie aussi contre |’ effet toxique des
métaux tel que le plomb et le cadmium (Kapoor, 2009 ; Zafeer et al., 2012).

Mera et ses collaborateurs ont constaté que I'huile totale des graines de Nigella sativa
améliore le systéme de défense antioxydant du foie chez les lapins rendus diabétiques par
I’injection de 150 mg/kg de I’ alloxan. En effet, I huile totale a permis la réduction du taux de
MDA des |apins diabétiques d’ une part, et I’ augmentation de la concentration du GSH et celui
de la céruloplasmine d'une autre part (Meral et al. 2001). Cette méme étude a démontrée
aussi que I’huile des graines de Nigella sativa a permis aussi de constater que |’ aspect

morphologique du tissu hépatique demeure normal (Meral et al., 2001).

Kanter a déterminé un effet neuroprotecteur de la thymoquinone et de I” huile des graines de
Nigella sativa vis-a-vis du toluéne ou dans le cas de neuropathie expérimentale du nerf
sciatique. Ces effets sont observés avec des concentrations de I’ huile des graines de Nigella
sativa de I’ordre de 400 mg/kg/jour et de 50 mg/kg/jour pour la thymoquinone (Kanter,
2007ab et 2008).

Un effet cyto et géno-toxique en fonction de la concentration de la thymoquinone a été
rapporté (Khader et al., 2009). En effet, la thymoquinone induit un effet antiprolifératif & une
concentration de 20uM mais a concentration plus élevée, elle provoque une cyto-toxicité
aigue. La thymoquinone augmente significativement le taux des cellules nécrosees lorsqu’ on
I"utilise & une concentration de 2.5 et 20 uM. De plus, ele induit une géni-toxicité
significative a une concentration > 20uM. La thymoquinone peut étre métabolisée en especes

réactive et augmente le stress oxydatif qui contribue a la déplétion des enzymes antioxydants
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et provogue |’oxydation de I’ADN dans les hépatocytes traités avec des concentrations

élevées de lathymoquinone (K hader et al., 2009).
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La présente éude a été organisée en trois parties complémentaires. Lors de la premiére
partie, nous avons essayé de caractériser |'huile de Nigella sativa, obtenue selon un
protocole d’extraction ayant subit quelques modifications, mis au point par Ramadan et
Morsel, lors de leurs différentes études sur I'huile de ces graines (Ramdan et Morsd,
2002 a, 2002b). Cette caractérisation a concernée la détermination des propriétés physico-
chimiques de I'huile, la caractérisation de sa teneur en acides gras, phytostérols et

triglycérides.

La deuxiéme partie de [|'éude avait comme objectif I'étude des propriétés
hypoglycémiantes de certains extraits, notamment [|'huile. L’étude de | effet
hypoglycémiant a permis de déterminer deux niveaux d’ action de I’ huile de Nigella sativa

dans son processus hypoglycémiant.

La troiseme partie était consacrée a I’ éude de la toxicité de I'huile et ses fractions au
niveau hépatique. Latoxicité a été testée pour les extraits a des concentrations ayant donné
un effet hypoglycémiant notable.

L’huile de Nigella sativa a été extraite en deux étapes, en utilisant deux solvants, le
méthanol puis I'hexane. Lors de la premiére étape, c'est-a-dire, avec le méthanol,
I’ extraction a été réalisée sous pression et a chaud, en utilisant le soxlhet. Une fois I’ extrait
méthanolique est refroidi, |"huile est obtenue aprés une deuxieme extraction avec de
I”hexane. Cette méthode indirecte permet d’ enrichir I huile en composés dont |a polarité
est plus importante que lorsqu’ on réalise une extraction en une seule étape c'est-a-dire avec
I hexane directement (Ramdan et Moérsel, 2002 b). Le rendement d’ extraction de | huile
ainsi obtenue avoisine les 28%. Cette valeur est |égerement plus faible que celles cités dans
différentes études (Ustun, 1990; Ramdan et Morsel, 2002 a, 2002b; Atta, 2003;
Cheikh-Rouhou et al., 2007). Les méthodes d’ extractions employées peuvent expliquer la
différence (Benkaci-Ali et al., 2007).

Le fractionnement de I huile sur une colonne de silice (Silice 60 ,70-230 Mesh) a donné
deux grandes sous fractions; neutre (97% environ) et polaire (3% environ) proches des
taux trouvés par Ramdan et M 6r sel (2002b).

Les paramétres physico-chimiques, sont dans I’ ensembles trés proches de ceux des huiles
étudiées a travers le monde (Ustun, 1990 ; Ramdan et Morsel, 2002 a, 2002b ; Atta,
2003 ; Cheikh-Rouhou et al., 2007, Benkaci-Ali et al., 2007). Les quelques différences
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mentionnées sont dues essentiellement aux différentes méthodes d’extraction et aux
biotopes des différentes cultures (Benkaci-Ali et al., 2007).

Ce qui ressort aussi de cette éude est notamment le taux des insaponifiables. Cet indice
requiere une importance majeure car il représente le taux des composes biol ogiquement
actifs, il Sagit des phytostérols, les vitamines liposolubles et les autres métabolites
secondaires lipophiles différents des lipides classiques. En effet, nous avons déterminé
que notre huile est sensiblement plus riche en ces composés que les autres huiles
étudiées. La méthode d’ extraction en utilisant le méthanol en premiére étape semble étre
un facteur important ayant aboutit al’ enrichissement de I” huile en ces composés actifs.
Cette étape de la caractérisation a permis de déterminer la teneur en acides gras de | huile
totale de Nigella sativa et dans ses quatre fractions neutres. L’ é&ude montre que notre huile
renferme tous les acides gras cités dans les différentes éudes (Ustun, 1990 ; Ramdan et
Morsel, 2002b ; Atta, 2003 ; Nickavar et al., 2003 ; Cheikh-Rouhou et al., 2007).

La recherche en particulier du taux des acides gras insaturés et surtout du rapport des
insaturés sur les saturés requiere une importance cruciale dans cette étude. Nous avons
déterminé que le rapport des insaturés/saturés dans I’ huile totale est de 6.49 et qu'il varie
d une fraction a une autre. La vaeur la plus importante a été observée pour la fraction F1
(8.02%). Il est connu que plus ce rapport est éleve, plus lateneur en acides gras insaturés
est importante. L’intérét de cette donnée a été révélé par différentes études qui ont décrit
les effets biologiques des acides gras insaturés. Ainsi et atitre d’ exemple, il a été rapporté
gue |’ absorption de I’ acide linolé que (oméga 3) ne change pas significativement le taux de
cholestérol sanguin. Il diminue, par contre, le taux detriglycéridessanguins (Von
Schacky, 2006). 1l semble aussi diminuer |égerement le niveau de pression artérielle
(Gelejnse et al., 2002) ains que lafréquence cardiaque (M ozaffarian, 2007) et réduit
I” agrégation plaquettaire (L ev et al., 2010).

Ces acides gras semblent jouer un réle thérapeutique contre la pathologie du diabéte. , il a
été rapporté que I'acide pamitoléque réduit I’ hyperglycémie et |I'hypertriglycéridémie
chez les souris KK-AY présentant un diabéte de type 2 spontané. La réduction de
I” hyperglycémie et de I’ hypertriglycéridémie est due au fait que cet acide gras augmente la
sensibilité al’insuline. Son action est aussi au niveau du métabolisme hépatique des lipides
chez ces mémes souris (Zhi-Hong Yang et al., 2011).
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Dans une autre étude, une formulation composée des omégas 3 et des tripterpénes isolés de
I"huile essentielle du fenugrec inhibe les enzymes digestives clés impliguées dans le
diabete : o-amylase pancréatique et la maltase in vivo. Cette formulation réduit
significativement la glycémie, latriglycéridémie, et la cholestérolémie (cholestérol total) et
le taux du LDL-Cholestérol et ce dans le sang et dans le foie. Ce qui contribue au le
maintien de |” homéostasie des lipides plasmatiques (Hamdan et al., 2011).

Les triglycérides apportés par les différents aliments ne sont pas directement utilisés par
I”organisme. Ils sont hydrolysés dans |e duodénum apres leur émulsifiassions avec les sels
biliaires. L’ hydrolyse par les lipases pancréatiques et les colipases libéere les acides gras qui
seront par la suite absorbés au niveau de I'intestin (Armand, 2008). La nature des acides
gras libérés lors de ce processus pourrait nous donner une idée sur la qualité des
triglycérides contenus dans I’huile consommeée. Ainsi, I'analyse des triglycérides de

Nigella sativa peut nous renseigner sur les acides gras qui seront assimilés par I’ organisme.

Les triglycérides ont été déterminés dans les quatre fractions neutres de I” huile de Nigella
sativa. Les résultats ont révélé que ces composés sont constitués des acides gras qui ont
déja été déterminés lors de la précédente étude, a savoir les acides gras saturés: |’acide
palmitique et I'acide stéarique et les acides gras insaturés: |'acide oléique, I'acide
linoléique et I’ acide linolénique. Les triglycérides détectés sont constitués essentiellement
d acides gras insaturés. L’intérét biologique réside dans le fait que ces composes
pourraient constituer un apport supplémentaire en acides gras insaturés dont |’ action
biologique en général et antidiabétique en particulier a é&é démontrée (Zhi-Hong Yang et
al., 2011, Hamdan et al., 2011).

Les phytostérols sont des composés bioactifs, qui se trouvent dans tous les aliments
d origine végétale. lls sont connus pour leur action sur I'inhibition de I’ absorption
intestinale du cholestérol et par conséquent, la diminution de la cholestérolémie (Nigon et
al., 2000).

L’ analyse de la composition de |” huile totale de Nigella sativa et de ses fractions neutres, a
montré que cette derniére posséde une teneur importante et une composition riche et variée
en phytostérols. Le 1-triacontanol, le stigmastérol, le campéstérol et le b-sitostérol sont les
phytostérols et stanols les plus abondants dans I’ huile de Nigella sativa. Leur effet sur la
teneur sérique en cholestérol a éé bien étudié, et de nombreux essais cliniques ont prouvé
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gue les produits commerciaux enrichis en phytostérols permettent de réduire le taux de
cholestérol sérique (Sanclemente et al., 2009).

L’ Absorption intestinale du cholestérol est un processus qui se déroule en plusieurs étapes
ou stérols et stanols végétaux peuvent agir : i) en atténuant |'expression du gene NPC1L 1,
ce qui peut entrainer une absorption d' un taux plus faible de cholestérol a partir de la
lumiere intestinale, ii) en [|'abaissement le taux d'estérification du cholestérol par le
(ACAT2 acyl-CoA cholestérol acyltransférase) et, par conséquent, sur la quantité de
cholestérol sécrété par les chylomicrons ANDC) et iii) une régulation positive de
I'expression des transporteurs ABC, ABCG5 et ABCG8 dans les cellules intestinaes, ce
qui peut entrainer une excrétion accrue du cholestérol par les membranes basales des

entérocytes de lalumiere intestinale (Sanclemente et al., 2009).

Dans une autre étude, on a démontré que le y-sitostérol isolé¢ de Lippia nodiflora, étudié
pour sa propriété antidiabétique chez des rats rendus diabétiques par la streptozotocine,
augmente le taux de l'insuline en relancant sa secrétion en réponse au glucose.
L'administration orale de y-sitostérol (20mg /kg) une fois par jour pendant 21 jours chez
les rats diabétiques a entrainé une diminution significative de la glycémie et de
I'némoglobine glycosylée avec une augmentation significative du niveau plasmatique
d'insuline, du poids corporel et de la consommation aimentaire (Rangachari et al., 2011).

De plus, le y-sitostérol a présenté¢ une activit¢ anti-hyperlipidémique : diminution
significative du cholestérol sérique total, de triglycérides et de lipoprotéines des VLDL
chez les rats traités. Une diminution significative a aussi été observée dans les taux des
marqueurs hépatiques daanine aminotransaminase (ALAT), taux d aspartate
aminotransférase (ASAT), la phosphatase acaline et de la phosphatase acide chez les rats
traités avec le y-sitostérol par rapport aux rats diabétiques non traités (Rangachari et al.,

2011).

Toutes ces éudes nous permettent une orientation vers une hypothése concernant le réle
des constituants majeurs de I" huile de Nigella sativa dans ses propriétés hypoglycémiante,

hypo-lipidémiques et protectives.

L’ étude de I’ effet hypoglycémiant de Nigella sativa et ses différents extraits chez les rats
rendus diabétiques par la Nicotinamide/streptozotocine (230/65 mg/Kg) nous a permis de
définir plusieurs niveaux sur lesquels Nigella sativa agis pour réduire au final la glycémie.
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Dans la premiére étape, nous avons démontré que ¢’ est |’ huile totale de Nigella sativa qui
permettait une meilleure réduction de la glycémie. En effet, a une concentration de 400
mg/Kg et durant 30 jours de traitement la glycémie est réduite prés de 53 % et de plus de
35% lorsqu’ une concentration quatre fois plus faible de I'huile est utiliseée (100 mg/Kg
durant 30 jours). La fraction neutre semble plus efficace dans cet effet que la fraction
polaire (18 % de réduction avec la fraction neutre contre 9.72 % pour la fraction polaire

dans |les mémes conditions de traitement).

Les tests qui ont été menés, dans cette étude, sur I’ effet de | huile de Nigella sativa sur la
glycémie post- prandiale d’un cote et sur I’inhibition de I’a glucosidase d’un autre coté,
contribuent a la conclusion que I'huile de Nigella réduit la glycémie chez les rats
diabétique selon un processus post-prandial. L’analyse des résultats indique que c’est les
constituants de la fraction polaire de I'huile de Nigella sativa qui sont essentiellement

responsables de cet effet hypoglycémiant post-prandial.

La derniére partie de I’ é&ude de I’ effet hypoglycémiant et portant sur I’ effet sur lesilots de
Langerhans, indique clairement que Nigella agit aussi au niveau du pancréss. La
régénération des ilots apres leur destruction par la streptozotocine pourrait étre un facteur
important dans la relance de la production de I’'insuline, c’est ce qui a été aussi démontré
dans quelques études, notamment celles de Kanter et ses collaborateurs (2003, 2004). Dans
notre étude nous avons déemontré que c’est la fraction neutre de I'huile totale qui est

responsabl e de cette régénération.

Plusieurs dizaines d études ont été réalisées sur |’activité hypoglycémiante de Nigella
sativa. Ces études ont signalé I’ effet hypoglycémiant soit de I’ extrait méthanolique de la
nigelle (Kaleem et al., 2006; Houcher et al., 2007), soit la thymoquinone (Fararh et al.,
2005; Kanter, 2008) soit |"huile essentielle (Kanter et al., 2003, Fararh et al., 2004,
Kanter et al., 2009) ou I’ extrait aqueux (Meddah et al., 2009) et finalement |’ huile fixe
(Meral et al., 2001, Houcher et al., 2007).

Ces travaux et dautres ont démontré que ces différents types d’extrait agissait au des
niveaux meétaboliques différents: régulation hépatiqgue de la production de glucose
(Fararh et al., 2004) , stimiulation de la production de I'insuline (Meral et al., 2001;
Rchid et al., 2004; Kanter , 2008, Kanter et al., 2009) et post-prandiale (M eddah et al.,
2009).
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Nous arrivons donc a la conclusion que I’ effet hypoglycémiant traditionnellement observé
avec | utilisation de Nigella sativa pourrait s agir d’un phénomene synergique ou chaque
constituant agirait a un niveau preécis et différent. Le résultat serait une diminution de la

glycémie globale.

L’huile de Nigella sativa a été fractionnée sur colonne de silice en deux fractions ; neutre
et polaire. L’analyse de la fraction neutre et de ses quatre sous fractions a montré une
richesse de ces fractions en acides gras insaturés, en triglycérides dont les acides gras qui
les constituent sont essentiellement insaturés, une grande richesse en phytostérols et
alcools supérieurs. De plus les propriétés physico-chimiques de I” huile totale indiquent que
cette derniére est de grande qualité.

Ces condtituants peuvent étre, méme en partie, responsables de certaines activités
hypoglycémiantes et hypolipidémiques de |’ huile de Nigella sativa. Rappelons que I’ acide
palmitoléique réduit I'hyperglycémie et I’ hypertriglycéridémie chez les souris KK-AY
présentant un diabéte de type 2 spontané. 1l augmente aussi la sensibilité al’insuline et que
son action est observée aussi au niveau du métabolisme hépatique des lipides chez ces
mémes souris (Zhi-Hong Yang et al., 2011). Aussi, une formulation composée des
oméga3 et des tripterpénes isolés de I’huile essentielle du fenugrec inhibe 1’a-amylase
pancréatique et la maltase in vivo. Cette formulation réduit significativement la glycémie,
latriglycéridémie, la cholestérolémie (cholestérol total) et le taux du LDL-Cholestérol dans
le sang et dans le fois (Hamdan et al., 2011).

L’acide linoléique agit sur I’obésité des souris obese résistantes a I'insuline et ce en
modulant |e métabolisme hépatique (Noto et al., 2006)

Les stérols, tel que le y-sitostérol réduit la glycémie et I'hémoglobine glucosylée et
augmente la concentration plasmatique dinsuline (Rangachari et al., 2011). Le y-
sitostérol posséde aussi une activité anti-hyperlipidémique et hépato-protectrice
(Rangachari et al.,2011).

Les constituants de la fraction polaire sont en cours d étude. La comparaison avec les
résultats de Ramadan et Morsel (2002) nous permet de prédire qu’ils peuvent étre des

glycolipides. Cependant une analyse chimique approfondie serait indispensable pour le

confirmer.

Les effets protecteurs de Nigella sativa ont fait I’ objet de plusieurs études. Ces effets sont
observés au niveau hépatique et pancréatique (Yeldiz et al., 2008 ; Kanter et al., 2009 ;
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Zafeer et al.,2012), nephretique (Yeldiz et al.,2010; Saleem et al., 2012; Ulu et al.,
2012 ), respiratoire et pulmonaire (Kanter , 2009 ; Tayman et al., 2012).

Les études portantes sur la toxicité de Nigella sativa et de ses composants sont plus rares.
Néanmoins, Zaoui et ses collaborateurs (2002) ont étudié latoxicité aigue de |’ huile fixe de
Nigella sativa chez les souris. Les DL50 ont été déterminées pour des doses uniques,
administrées par voie orae et intra-péritonéale. Pour une dose de 28,8mi/Kg (voie orae),
la DL50 varie de 26.2 a 31.6. La DL50 pour une concentration de |" huile de 2,06 ml/Kg.

(voie intra-péritonéale) est comprise entre 1,86 et 2,26 Mg/K g (Zaoui et al., 2002).

La toxicité chronique a été aussi étudiée chez les rats traités quotidiennement avec une
dose orale de 2 mI/Kg pendant 12 semaines. Aucun changement dans les concentrations
des enzymes hépatiques et ceux des organes. cceur, foie, reins et le pancréas, n'a été
observé. Cependant, le taux de cholestérol sérique, de triglycérides et de glucose ainsi que
le nombre de leucocytes et de plaguettes ont diminué de fagon significative par rapport aux
valeurs de contréle. Une augmentation significative du niveau dhématocrite et
d’hémoglobine a été également observée. Un ralentissement du gain de poids a également

été observé chez lesrats traités par rapport aux animaux témoins (Zaoui et al., 2002)

Ces réaultats indiquent la faible toxicité de I'huile fixe Nigella sativa et suggére une large
marge de sécurité pour les doses thérapeutiques de I'huile fixe de Nigella sativa, mais les
changements dans le métabolisme de I'hnémoglobine et |a baisse du nombre des leucocytes
et des plaquettes ont incité Zaoui et ses collaborateurs a émettre des réserves quand aux
conditions de I’ utilisation de cette huile.

Dans une éude plus récente, la toxicité de la thymoquinone fut évaluée (Khader et al.,
2009). La thymoquinone a été appliquée a des cultures primaires d'hépatocytes derat, et les
deux effets cyto-et géno-toxiques ont été testés. Les Indices mitotiques et les taux de
I” apoptose et de nécrose ont été déterminés en tant que parametres de cyto-toxicité, tandis
que des aberrations chromosomiques et des cellules mononuclées ont été utilisées en tant
gue parametres de géno-toxicité. Dans cette étude, il a été démontré que la thymoquinone
présentait des effets cyto-et génotoxiques d'une maniére dépendante de la concentration:
La thymoquinone induit dimportants effets anti-prolifératifs a 20 uM et la cytotoxicité
aigué a des concentrations plus élevées. La Thymoquinone augmente de facon significative

les taux de cellules nécrotiques a des concentrations comprises entre 2,5 et 20uM.
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En outre, la thymoquinone induit la génotoxicité significative a des concentrations
supérieures a 1,25 uM. Ces observations corroborent avec des éudes précédentes pour
lesquelles la  thymoquinone provoque une déplétion du glutathion et des dommages au
foie, mais en contradiction avec les rapports indiquant propriétés antioxydantes et anti-
clastogenes : 1a thymoquinone pourrait étre métabolisée en espéces réactives et augmenter
le stress oxydatif, ce qui contribue a I'épuisement des enzymes anti-oxydantes et des
dommages a I'ADN dans les hépatocytes traités avec des concentrations élevées de
thymoquinone (Khader et al., 2009)

La présente étude avait comme objectif, I’évaluation de | hépato-toxicité de I'huile de
Nigella sativa. Lors de la premiére étape de I’ évaluation de |’ hépato-toxicité, nous avons
utilisé la méthode des PCLS. L’ extrait méthanolique, I"huile totale et la fraction polaire de
I"huile ont été testés pour leur toxicité en présence et en absence d agent hépatotoxique :
I’acétaminophen. Les résultats indiquent que ces extraits n'ont pas deffet hépato-
protecteur notable, mais ne sont pas non plus hépatotoxiques.

Dans la deuxieme partie de |'étude de toxicité, les extraits ont été évalués pour
hépatotoxicité a des concentrations les plus faibles ayant donné des effets hypoglycémiants

notables et dans une durée équivalente ala durée du traitement de I’ hyperglycémie.

Les résultats des dosages des paramétres enzymatiques et non enzymatiques (la bilirubine
totale) hépatiques n’ ont montré aucun signe de lésion hépatique, donc pas d’ effet toxique.
L’ analyse des coupes histologique des tissus hépatiques a montré en revanche que I’ huile
totale et sa fraction polaire induisaient des lIésions avec ou sans état inflammatoire. La
thymoquinone, aussi, a provoqué des lésions avec manifestation inflammatoire, ce qui

contredit les résultats de plusieurs éudes.

Finalement, vue I'importance des résultats de I’ évaluation de la toxicité, des éudes plus
approfondies devraient étre réalisées afin de mieux éucider laréelle toxicité de I’ huile de

Nigella sativa, de ses fractions polaires et de la thymoquinone.
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Conclusion

La présente étude a permis de caractériser I’ huile des graines de Nigella sativa, d étudier ses

propriétés hypoglycémiantes et d'évaluer sa toxicité hépatique. Les résultats les plus

importants sont :

1-

L'huile totale de Nigella sativa est, sans doute, la fraction responsable de I’ effet
hypoglycémiant. Ses caractéristiques physico-chimiques indiquent qu'elle est une huile
d’ une grande qualité biologique. Son fractionnement par chromatographie sur colonne a
permis d obtenir deux grandes fractions: a)la fraction neutre, fractionnée elle-méme en
guatre sous fractions, et b) La fraction polaire. Son fractionnement par chromatographie a
permis d’ obtenir trois sous fractions polaires.

L’ analyse fine par GC et HPLC de I’ huile totale et de ses fractions neutres a permis aussi
de déterminer leur composition en acides gras, en triglycérides et en stérols et alcools
supérieurs. Ces résultats indiquent, encore une fois la richesse de cette huile en composés
lipidiques bioactifs, ce qui permettrait d’expliquer les propriétés pharmacologiques en
générale et hypoglycémiantes en particulier de Nigella sativa.

Les tests biologiques utilisés pour déterminer | effet hypoglycémiant de |’ huile totale et de
ses fractions ont permis a la fois de confirmer cet effet mais aussi de distinguer deux
mécanismes différents selon lesquels I'huile de Nigella agirait pour réduire
I"’hyperglycémie: il sagit du processus post-prandial et de I’action de I'huile sur le
pancréas, notamment sur lesilots de Langerhans.

Ce que nous avons apporté de nouveau dans cette partie est la détermination des types de
mol écules lipidiques impliquées dans les deux mécanismes. Nous avons démontré que la
fraction polaire est responsable de I'effet hypoglycémiant post-prandial, aors que la
fraction dite neutre est impliquée dans la régénération des ilots de Langerhans aprés leur
destruction par la streptozotocine.

Ces résultats nous conduisent a I’idée selon laquelle I' huile totale réduit efficacement la
glycémie chez les rats rendus diabétiques par |a streptozotocine selon une synergie entre
les deux mécanismes employés par ses différentes fractions.

La toxicité de I'huile totale de Nigella sativa a été d abord évaluée sur des tranches fines
de foie (PCLS). Cette approche a montré clairement que I’ huile de Nigella sativa n’ avait
pas un effet hépatoprotecteur contre le I’ acétaminophen (le paracétamol). Cependant, le
test indique en méme temps que |'huile n’était pas hépatotoxique. Dans un deuxiéme

temps, I'huile totale et ses deux grandes fractions polaire et neutre ont fait |I’objet d’ une
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évauation de leur toxicité in vivo. Les résultats indiquent une absence de traces majeures
de toxicité hépatique et ce dans les conditions appliquées, c'est-a-dire, quantité des extraits
administrés et durée du test.
L’ensemble des résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans I'éude de I effet
hypoglycémiant de Nigella sativa, asavoir :

- La caractérisation des molécules de la fraction polaire impliquées dans I’inhibition de
I’alpha glucosidase. Cette étude permettrait de proposer de nouvelles molécules d'origine
naturelle pour réduire I'hyperglycémie post-prandiade. Rappelons ici que les molécules
commercialisées actuellement et utilisées pour cet effet présentent d’ énormes inconveénients

notamment des effets secondaires peu tol érés par les patients.

- L’ éude approfondie de I’ effet de la fraction neutre sur la régénération du pancréas.
Ceci passe aussi par la caractérisation de ces composés et |I'examen minutieux de I effet en
utilisant des approches techniques et expérimentales plus précises tel que le marquage radio-
immunologique de I’insuline ...etc. Cette étude permettrait, peu étre, de franchir une nouvelle

étape dans le traitement du diabéete.
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Abstract

The extracted oil fronNigella sativa seeds is reported to bdeetive against various diseases and chemically-
induced hepatotoxicity and nephrotoxicithe efect of oral administration dfligella sativa total, polar and neu

tral oils was investigated on hepatoprotective status in streptozotocin/nicotinamide (STZ-N)-induced diabetic
rats.The toxicity was assessed biochemically by monitoring aspartate transaminase (AST), alanine transaminase
(ALT), gamma-glutamyl transpeptitase@T) and alkaline phosphatase (AP) activities as well as biluribin titre
and histologically under light microscopehe study was also undertaken to evaluate tleetedf oil fractions

on the regeneration of pancreatic Langerhans islets in treated diabetic rats.

Biochemical analysis showed that lipid fractions from total oiNgjella sativa seeds are not hepatotoxic.
However histological study of the liver demonstrated major and minor tissue damages with the neutral fraction
exhibiting the most protective fett. At the end of the experiment period (17 days) of treatment with thymo
quinone (25mg/kg bw/day) or neutral lipid fraction (100mg/kg bw/day), a posifieet @h the regenerative of
Langerhans islets, initially distorted by STZ, was obserVhds, the hypoglycaemicfett of neutral lipid frac

tion could be a result of the regeneration of the pancreatic Langerhans islets.

Key words: Nigella sativa seeds, polar and neutral lipids, diabetes, streptozotocin, hepatotgxicity
regenerative ééct on Langerhans islets.

Intr oduction totoxicity and nephrotoxicity (6)l'he protective déct
of the oil ofNigella sativa seeds and thymoquinone on

The hypoglycaemic &fct of the seeds and oil of liver and Langerhans islets was described in many
Nigella sativa Linn, family Ranunculaceae, an annual studies (7,8). In fact, it was reported thégella sati-
medicinal plant widely used in traditional medicine alva seeds uptake decreases lipid peroxidation, increases
over the world, is well documented. faifent studies the antioxidant defence system and also prevents the
indicate that various extracts from the seeds and lipid-peroxidation-induced liver damage in experimen
major phenolic compound, thymoquinone, exhibit atelly induced diabetic rabbits (9).
anti-diabetic activity by either decreasing the levels of Volatile oil of Nigella sativa seeds reduces the level
both blood glucose and lipids or increasing the releagé glucose in streptozotocin/nicotinamide (STZ-N)-
of insulin (1-3) or by the inhibitory &fct on intestinal induced diabetic hamster and increases the rate of
glucose absorption (4,5). insulin production (10). Few years latér has been

Beside the well established strong antioxidant propeported that thymoquinone reduces the level of blood
erties, the oil ofNigella sativa seeds was &fctive glucose and its hepatic production through a decrease
against various diseases and chemically-induced hepa hepatic gluconeogenesislj1The administration of
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3mg/kg bw/day of thymoquinone abrogates the hyperied out by steam distillation and dried under vacuum.
glycaemic and hypo-insulinemic response to STZ ifihe obtained extract was subject to a second extraction
rats (8) Administration of volatile oil oNigella sativa ~ with the oganic solvent hexane (three times 50 ml)
seeds prior to STZ induction of diabetes gave a proteihen dried yielding a defatted methanolic extract and
tive effect by decreasing lipid peroxidation and serunthe lipid fractions.
nitric oxide (NO), and increasing antioxidant enzyme The total oil was then applied on a silica gel 60 G
activity in diabetic rats with an increase in stainind70-230 mesh, Merck) column (30cmx3cihe total
intensity for insulin and the number of preserflecell  neutral lipid fraction (TNLF) was eluted by chlero
(2,12). Increasing glucose-induced insulin releasierm (5x100ml), whereas the total polar lipid fraction
from the B-cells of the Langerhans islets was als§TPLF) was obtained by acetone-methanol (50:50,
observed by using defatted whole extract and bashix100ml).
subfractions of théligella sativa seeds (13)The efect
of total oil of Nigella sativa seeds on rat blood home  Induction of diabetes
ostasis and its hepatotoxicity has been well investigat Animals:
ed (14,15). Female healthy albino rats Wistar strain, aged 8
Tested on isolated rat hepatocytes, thymoquinoweeeks and weighting between 180 and 220g, were
(ImM) was found to be a hepato-protective agent, lybtained from the Centre for Research and
reducing the leakage of cytosolic enzymes, alanirf@evelopment (CRD) at the pharmaceutical group-com
transaminase (AL) and aspartate transaminase (AST)pany SAIDAL (Algiers,Algeria). They were housed in
against the toxicity induced by t-butyl hydroperoxideplastic cages with a 12/12-h light/dark cycle at an
(TBHP) (7). ambient temperature of 22-Z2 and humidity of
Recently Kanter reported thalligella sativa and approximately 50%Animals were fed standard diet
thymoquinone therapy causes morphologic improveand waterad libitum. All experiments were in compli
ment in neurodegeneration in frontal cortex, brain steance with the guidelines for the care and use of labora
and hippocampus after chronic toluene exposure tory animals published by the US National Institute of
rats (16,17)Nigella sativa and thymoquinone, used in Health (NIH publication No 85-23, revised 1985) with
the treatment of STZ-induced diabetic rats, increasegproval of SAIDALethic committee.
significantly the area of insulin immunoreactive -cells
and the histological evaluation of the tissues in treated Experimental protocol:
diabetic animals showed fewer morphologic alter Prior to experimentation, rats were maintained for
ations (17,18)Thymoquinone demonstrated cyto- andhree weeks on a normal diet before inducing diabetes
genotoxic eflects in a concentration-dependent manndsy administration of N/STZThe rats were randomly
(29). allotted into one of seven experimental groups:
As far as we are aware of, up to date no hepatotox
icity effect of Nigella sativa oil was reported. In this  Group I: control
study by looking at the biochemical hepatic markers Group II: diabetic untreated
and histologically on liver slides, we investigated the Group llI: diabetic treated with 100mg/kg bw/day
hepatotoxicity dect of Nigella sativa total oil, polar of total volatile oil
and neutral lipid fractions of total oil and thymo  Group IV diabetic treated with 100mg/kg bw/day
quinone. In parallel, we looked at the regenerative of total polar lipids
effect of these compounds on Langerhans islets in GroupV: diabetic treated with 100mg/kg bw/day of
STZ-N-induced diabetic rats with comparison to the total neutral lipids
anti-diabetic drug metformin. GroupVI: diabetic treated with 25 mg/kg bw/day of
thymoquinone

GroupVIl: diabetic treated with 25 mg/kg bw/day
Material and methods of metformin

Plant materials and extraction procedure Diabetes was induced in all groups except gridup

Nigella sativa seeds were purchased from a locaphy 5 single intra-peritoneal injection of nicotinamide
herb store in Bejaidlgeria, and identified by Doctor (230 mg/kg) followed, after 15min, by a single intra-
Benabdelmoumene in the laboratory of plant bi0|09}éeritoneal injection of STZ (65 mg/kg) freshly dis
(University of BejaiaAlgeria) where specimens aregpjyed in 5mmol/Lcitrate bufer, pH 4.5 (2,12) accer
deposited for future referencéhe seeds were pew ding to the protocol reported by Masiello and co-wor
dered in a mixer40 g of the powdered seeds wergers (20) with slight modificatiorAnimals of group |
added to 200 ml of methanol and extraction was Cafcontrol normal rats) and of group Il (untreated diabe
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tic rats) received daily a volume of tap water equivaAmposta /Spain) according to the Jandrassik-Grof
lent to administered treatment volumes by intra-gastrinethod (22) modified by Doumas (23) and alkaline
gavagelTwo days after STZ-N treatment, developmenphosphatase (AP) (kits, QCA.S.Amposta/Spain)
of diabetes was confirmed by measuring blood glucosecording to the method described by Hausamen and
levels in a tail vein blood samples. Rats with bloothis collaborators (24). Results were compared with
glucose levels of 10 mg/dl or higher were consideredthat of tymoquinone and standard antidiabetic drug
as diabetic and included for the stu®&grum glucose metformin.
levels in control animals remained normal for the dura
tion of the study (17 days)Ve took advantage of the  Histopathological procedures
partial protection of nicotinamide against the beta- After the blood sample collection, all animals were
cytotoxic efect of STZ to create a new experimentakilled under pentobarbital anaesthesia (60 mg/kg bw;
diabetic syndrome in adult rats that appears closer &gma, Poole, UK). Liver and pancreatic tissues were
non insulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM) olharvested and tissue fragments were fixed in 10% neu
type 2.This model compared to other available animatal formalin solution, embedded in pdmaf and see
models, with regard to insulin responsiveness te gltioned at 3um thickness using a microtome (Leica
cose and sulfonylureas, yielded a maximum of animabMicrosystems, Leica RM 2125TRR Slices were treat
with moderate and stable non-fasting hghgremia ed with xylene and ethanol, and then stained with
with a partial preservation of pancreatic insulin storeflaematoxylin and eosin (H&E)he preparations were
evaluated by means of an optical bright-field micro
Biochemical analysis scope and photographed (Optiphot 2, Nikdakyo,
Five days after N/STZ administration, we eonJapan).
firmed the development of diabetes by measuring the
blood glucose using the glucose oxidase method (kit Satistical analysis
from Elitech Diagnostic, France) on overnight fasted The results were expressed as MeaS8EM. The
rats. Animals showing fasting blood sugars (FBS)Student's t-test was used for analyzing the data
more than 10 mg/dl were considered as diabetic antietween treated and control grouyalues of p<0.05
included in the study were considered statistically significant.
At the end of experimental period (lday), rats
were fasted overnight and blood was taken,- cen
trifuged and serum separatedfegt of each fraction Results
on FBS level was evaluated. Serum levels of transam
inasesALT and AST (kits QCA.S.A, Spain) were The use of N-STZ has induced diabetes in all rats
determined according to Bgmeyer method (21), but glycaemia was not as high as reported previously
gamma-glutamyl  transpeptidase y-GT)  (Kits, yvhen induced by STZ a!one (2,8,9,12,25,26).‘I’his
QCA.S.A, Spain) was determined according to this due to the protective fett of nicotinamide
Szass methods (1969), total bilirubin (kits, QCA.S.A(230mg/kg bw) on the pancreaficcells, to an extent

Table 1.Measurement of the hepatic activity of four enzymes and bilirubin concentrations in serum of normal,
diabetic, and diabetic treated with total oil, polar and neutral lipid fractioNggefla sativa seeds, in rats.

Group I: normal ratsGroup |l: diabetic ratsGroup Ill: diabetic rats treated with 100mg/kg bw/day of total

oil of Nigella sativa seedsGroup IV: diabetic rats treated with 100mg/kg bw/day of polar fractioNigélla

sativa seeds total oilGroup V: diabetic rats treated with 100mg:kg bw/day of neutral fraction total dligela

sativa seedsGroup VI: diabetic rats treated with 25mg/kg bw/day of thymoquin@reup VII: diabetic rats
treated with 25mg/kg bw /day of metformin. Each group contains 7 rats.

AST = aspartate transaminagd,Z = alanine transaminasgGT = gamma-glutamyl transpeptidage? = alka:

line phosphatase

ANIMALS AST ALT yGT Bilirubin AP
(UL (IUL) () (mg/L) (UIL)
Grouwp | 56.5% 10.1 20.3% 4.04 1.35£0.22 0.067+ 0.007 3321 4.75
Groupl 82.1%£2.05 40.0% 1.18 0.87£0.10 0.021% 0.004 430t 74.7
Group Il 47.243.31 26.5% 2.% 0.83£0.08 0.071% 0.005 3044 58.9
Group IV 44.3+1.77 18.0¢ 3.2 0.81£0.21 0.047+ 0.007 300% 75.0
Group vV 42.3:1.92 20.4% 1.26 1.44%0.41 0.059% 0.005 186+ 55.0
Group VI 39.9+2.05 20.9% 3.91 1.28+0.51 0.049+ 0.005 306+ 83.2
GroupVlI 60.7+ 0.61 24.6% 0.43 3.58+0.50 0.048 0.007 311# 38.3
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Figure 1.Effect of Nigella sativa extract on liver tissue, Histology of liver tissues from normal rats (A1&A2),
untreated diabetic rats (B); diabetic rats treated (for 17 days) witiNigilla sativa seeds oil at100mg/kg/day

(C), lipid polar (D) and neutral (E) fractions from totdilgella sativa seeds oil at100mg/kg bw/day; thymo
quinone at 25 mg/kg bw/day (F) and metformin at 25 mg/kg bw/day (G). Diabetes was induced by N/STZ.
Magnification (X425) Slides are stained with haematoxylin and eosin (H&E).

of 40 % or more in favor of the development of type Iand neutral lipid fractions (at 100mg/kg bw/day for 17

diabetes without the obesityfedt (20).At the end of days) caused a significant€p.01) decrease in fasting
the experimental period, treatment with total oil, polablood glucose (FBG), by 17.7 %, 28.46% and 16.51%
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Figure 2.Effect on Nigella sativa extract on pancreatic tissue, Histology of pancreatic tissues from normal rats
(A1, A2 & A3), untreated diabetic rats (B); diabetic rats treated (for 17 days) with total Nigella sativa seeds oil
at100mg/kg bw/day (C1&C2), lipid polar (D) and neutral (E1&E?2) fractions from total Nigella sativa seeds oil
at100mg/kg bw/day; thymoquinone at 25 mg/kg bw/day (F1&F2) and metformin at 25 mg/kg bw/day (G).
Diabetes was induced by N/STZ. Magnification: x1254tr C1, E1 and x425 for the others. Slides are stained
with haematoxylin and eosin (H&E).

respectivelyin diabetic rats (groups IlIl, 'dndV with Table 1 illustrates the fefct of total oil, polar and

6 animals in each groupJhe antidiabetic drug met neutral lipid fractions omAST, ALT, y-GT and AP
formin (at 25 mg/kg bw/day for 17 days) lead tcenzyme activities and on total biluribin serum titer of
18.48% reduction in FBG (growgl, n=7) while thy  diabetic rats at the beginning and at the end of experi
moquinone (at 25 mg/kg bw/day for 17 days) did nanental period, 17 days, of treatmental{le 1). It is
show any significant &fct on FBG which was reduced clear that the three fractions as well thymoquinone and
by less than 8% (grougll, n=6). Control normal rats metformin had no significant fefct on the levels of
(group 1, =9) and diabetic non treated rats (group liransaminases suggesting that they are not toxic for the
n=6) were used as controls. liver. We found a significant increase ST (82.06+
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2.05 IU/Lvs. 56.52+ 10.12 IU/Lfor controls) and in Histopathological investigation on pancreatic tissue
ALT (39.98+ 1.18 IU/Lvs. 20.30+ 4.04 IU/Lfor con  revealed that the pancreatic islet cells were normal in
trols) enzymatic activities in untreated diabetic rats. control rats, a full parenchyma with lobular structure
Apart from metformin that led to nearly 2.6 foldwhere lobules are separated by connective tiSdue.
increasey-GT activity (3.58+ 0.50 IU/L vs. 1.35+ islets are of normal size and surrounded by serous acini
0.22 IU/Lfor controls),Nigella sativa oil extracts and (Figure 2A1) and a normal extra-lobular excretory duct
thymoquinone did not alter the activity of this enzyméFigure 2A2). In diabetic rats with no treatment, fpan
demonstrating their non cytolytic hepaticfesft. creatic tissue is abnormal with lobular atrophy and a
Levels of bilirubin were not &cted by treatment with marked diminution in number and size of islets (Figure
either Nigella sativa oil extracts or the two standard 2B) which is a consequence of STZ toxiteef lead
molecules (metformin and thymoquinone). Howewer ing to a drop in insulin production and hence develop
significant drop in the level of bilirubin was noticedment of diabetes.
with untreated diabetic rats (0.0210.004 mg/dl vs. Pancreatic tissue of diabetic rats treated with total
0.067+ 0.007 mg/dl in controls) @ble 1). oil (100 mg/kg bw/day for 17 days) presented islets of
Treatment with neutral lipid fraction led to a signif medium size (Figure 2CAn obvious improvement is
icant reduction oAP activity, from 332+ 4.75 IU/Lto  observed when compared to slides from untreated rats
186+ 55.0 IU/L. Treatments with total oil, polar lipid (Figure 2B) suggesting a regenerativefeef.
fraction, thymoquinone and metformin did not showireatment with polar lipid fractions from total oil of
any significant changes. Howeyea significant Nigella sativa seeds (100mg/kg bw/dajor 17 day)
increase in the activity of this enzyme to 4804.7 gave no improvement with the persistence of islets
IU/L, was recorded in diabetic non treated ratb{@ anomalies (Figure 2C). But, in the other hand, a sig
1). nificant improvement was observed with the neutral
In contrast to the biochemical markers where nlipid fraction where islets distinctly increased in size
obvious indication of any hepatotoxicity by féifent (up to 3 fold) and number (Figure 2D)his supports
fractions and molecules were observed, the histopathihe possibility of a regenerative potentidkef of neu
logical analysis showed minor and major hepatitral lipids on pancreatic tissud more marked
lesions (Figure 1)The histology of liver tissue was increase, particularly in size (up to 5.5 fold), was
normal in control rats. Hepatic tissues of this group dbserved in rats treated with thymoquinone (25mg/kg
present a normal morphological aspect with a lot dfw/day for 17 day) (Figure 2E). In contrast, treatment
lobules, each of which is constituted of hepatocytesith metformin (25mg/kg/dayfor 17 day) had no
separated by small arteries corgieg towards the effect of the recovery in terms of the number and size
centrolobular vein. Lobules are small patches of comf the islets (Figure 2F).
nective tissue each containing a duct, gdarein, and
a small artery which mark the corners where lobules
come togetheras shown in Figure 1A. Discussion
In non-treated diabetic rats, the most consistent
findings were the enlgement of the portal area due to The hypoglycaemia activity of extracts from the
the formation of edema (Figure 1B)eated diabetic seeds oNigella sativain general and oils in particular
rats with total oil ofNigella sativa seeds or with the with emphasis on thymoquinone, the major constituent
neutral lipid fraction (100 mg/kg bw/day for 17 days)f volatile oils of the seeds, is well documented (2-
showed, in addition to the enggment of the portal 5,9,11,25,27). Our data suggest that such hypogly
area observed in non treated rats, inflammatory mardgaemic eflect is a result of (i) a hepatic regulation of
festations due to the infiltration of mononuclear cellsarbohydrate metabolism1(} (ii) action on the intes
(Figure 1C and Figure 1D respectively) pointing out téinal absorption (5) or (iii) regeneration of insulin pro
the occurrence of hepatic lesions or hepafitie his ducing pancreatic islets (2,12,13,25,26,28). However
tology of livers from group IVtreated with polar lipids little is known about the toxicity of extracts from these
at 100 mg/kg bw/day for 17 days, showed no inflamseeds. Recentlyt has been reported beside the neuro
matory cell infiltration (Figure 1E). Liver tissue of ratsprotective efect of the oil ofNigella sativa seeds and
treated with thymoquinone (grouyll), 25mg/kg thymoquinone on rats exposed to neurotoxique agents
bw/day for 17 days, present an egkment of the per (16-18), and a protectivefett of beta-cell damage in
tal area but without inflammatory infiltration (Figure STZ-induced diabetic rats (28).
1F). Metformin treatment had minorfegt on the liver At the end of the experiment (day 17), a significant
histology which appears to be normal with a muchdecrease in blood glucose level was observed in dia
reduced enlgement of the portal area and withoutetic rats treated with total oil, neutral and polar lipid
inflammatory cell infiltration (Figure 1G). fractions. In contrast, thymoquinone did not show any
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significant efect on glycaemia. In a quite similar Nigella sativa seeds showed degeneration, necrosis
study Kanter and coworkers used 0.2ml/kg bw/day oand infiltration with mononuclear cells beside edema
essential oil fronNigella sativa seeds on a one monthformation (9).A protective efect of the volatile oil on
treatment showed a reduction in blood glucose and @rcells, by acting on the oxidative stress generated by
increase in insulin production as a consequence of thi®© following STZ action on the islets of Langerhans
regeneration of Langerhans islets (2,12). (2,12,25) with a light and electron microscopic studies
High concentrations of total oil or thymoquinone(28) has been reported. Beside the hypoglycaemic
from Nigella sativa seeds have been used to show theaffect, extracts fromNigella sativa seeds stimulate
hypoglycaemiant é&ct on treated animals in STZ orinsulin production in isolated Langerhans islets (13).
alloxan induced diabetes (3,4,9)1 Pancreatic protectivefett of thymoquinone is well
Despite the fact that liver marke&ST, ALT, y-GT, documented where the administration of 50mg/kg
AP and biluribin did not show any hepatotoxideet bw/day to STZ-induced diabetic hamsters reduces not
which is in agreement with what has been reporteshly significantly blood sugar and glycosylated hemo
previously histological studies showed clear andylobin but acts equally on the reduction of gluceneo
apparent hepatic lesions on liver slides. genesis (1). It protects the pancreas against NO-gen
Histological comparison between liver tissues fronerated oxidative stress (8) and showed a hepatoprotec
different groups of rats showed that diabetic untreateide efect on cultured hepatocytes (7). In our studg
rats present an engggment of the portal areas whichobserved that the regenerativdeef on pancreatic
could be a result of sugar metabolic disorders respoislets of neutral lipid fraction was more important than
sible for hepatic edemahe treatment with either total that of thymoquinone.
oil or polar fraction worsens the case by an observed In this studywe confirmed the hypoglycemicfeft
inflammatory cell infiltration in contrast to the recov of Nigella sativa seeds oil and showed that it resides
ery, with the reduction in edema size, obtained with theainly on its polar lipid fractiomlthough no changes
neural fractionThis suggests the presence of a €onpn hepatic enzyme activities and biluribin titer were
pound (s) in the polar fraction behind the secondamgcorded, histological investigation showed liver dam
inflammation process (cell infiltration) observed andiges on diabetic rats treated wiNfgella sativa lipid
that the neutral fraction possesses a hepatoprotectasdracts. Neutral lipid fraction of the oil showed a
effect. Surprisingly both thymoquinone and met regenerative and/or a proliferativdesft on STZ dam
formin did not show any protectivefett on the liver aged pancreatic islefEhis leads us to suggest that the
of treated diabetic ratde note that concentrations hypoglycemic dect Nigella sativa is partially due to
tested of each treatment: total oil, polar lipid fractionthe positive action of the neutral oil fraction on the
neutral lipid fraction, thymoquinone and metforminpancreatic tissu@.he action of the polar oil fraction in
induce a slight histopathological toxidesft, but those lowering blood sugar could be explained by other
lesions could not modify the titer of the hepatic markmechanisms such as the action on intestinal sugar
ers. metabolism or by the regulation of such metabolism in
STZ induces degeneration of the pancreas withthe liver The same thing can be stated for the hypo
lobular atrophy and a decrease in size and numbergifcemic action of thymoquinone where its invelve
Langerhans islets (2,20.recovery on the pancreatic ment on hepatic glycogenesis regulation has been
tissues of rats treated with total oil or the neutral afeported (1).
lipid fraction was observed with a size increase of the
islets due to either a regeneration and /or proliferation
of the islets in contrast to the treatment with the poldeferences
fraction which did not show any positivefeft, name
ly persistence of the abnormalities observed in noh Fararh KM,Atoji Y, ShimizuY, ShiinaT, Nikami
treated diabetic rats. Slight regenerative and prolifera H, TakewakiT. Mechanisms of the hypoglycaemic
tive effects were noticed on the pancreatic tissues of and immunopotentiating fefcts ofNigella sativa L.
rats treated with thymoquinone but not with met oil in streptozotocin-induced diabetic hamsters.

formin. ResVet Sci 2004;77:123-129.
Published papers support our findings: Meral and Kaleem M, Kirmani DAsif M, Ahmed Q, Bano B.
his coworkers noticed thatigella sativa oil improves Biochemical efiect of Nigella sativa L. seeds in

the antioxidant defense system (reduction in VD& diabetic rats. Indian J Exp Biol 2006;44:745-748.
an increase in GSH and ceruloplasmin), of the liver i8 Kanter M, Meral |, Dede S, Gunduz H, Cemek M,
alloxan induced diabetes in rabbits with a normal Ozbek H, Uygan I. Eécts ofNigella sativa L. and
hepatic histology (9). Howevgpancreatic slides from Urtica dioica L. on lipid peroxidation, antioxidant
diabetic rabbits treated or not with total oil from enzyme systems and some liver enzymes in CCl4-
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treated rats. Yet MedA Physiol Pathol Clin Med 2000;91:69-74.
2003;50:264-268. 16 Kanter M. Nigella sativa and derived thymo
4 Houcher Z, Boudiaf K, Benboubetra M, Houcher quinone prevents hippocampal neurodegeneration
B. Effects of methanolic extract and commercial oil  after chronic toluene exposure in rats. Neurochem
of Nigella sativa L. on blood glucose and antiexi Res 2007;33:579-588.
dant capacity in alloxan-induced diabetic ratsl7 Kanter M. Efect of Nigella sativa and its major
Pteridines 2007;18:8-18. constituent, thymoquinone on sciatic nerves in
5 Meddah B, Ducroc R, Faouzi MEA, Eto B, experimental diabetic nheuropatiyeurochem Res
Mahraoui L, BenhaddowndaloussiA, Martineau 2008;1:87-96.
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Abstract

Nigella sativa , one of the most studied medicinal plants over the world, possesses a number of well established pharmacological properties. In
this study, we have prepared different extracts from Nigella sativa’s seeds. The results show that hexane (HXE), chloroform (ChE) and ethyl acetate
(AcE) extracts present an apparent inhibitory effect on both xanthine oxidase (XO) and xanthine dehydrogenase (XDH) activities of the enzyme
xanthine oxidoreductase (XOR), with a markedly better efficiency for XDH activity.

Scavenging power on radical anion superoxide (O,") by different N. sativa extracts has been evaluated using chemiluminescence assay where
two extracts, HXE and ChE, exhibited good scavenger activity, with IC, of 0.18 pug/ml and 0.3 pg/ml, respectively. Reducing power (RP) of the
different obtained extracts has been assessed by the FRAP assay. ChE and AcE showed the highest RP, which is proportional to the polyphenol
content. The obtained data revealed that the antioxidant activity of Nigella sativa’s seeds resides in the oil fraction of HXE (inhibition of XO and

XDH, and scavenging O,") and in ChE and AcE fractions expressing the most important reducing power.

Key Words: Antioxidants; Reactive oxygen species (ROS); Nigella sativa, Reducing power (RP); Xanthine oxidoreductase (XOR).
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INTRODUCTION

It is generally accepted that free radicals and reactive
oxygen species (ROS) play an important role in the
development of tissue damage and pathological changes.
At moderate concentrations, ROS play an important
role in physiological control of cell function. At high
concentrations however, they may cause major damage
of cellular constituents of living organisms [1]. Free
radicals and their derivatives (also called pro-oxidants)
exist in living tissues at low concentrations that are
determined by the balance between their production
and clearance, by antioxidants, rates. An antioxidant is
therefore defined as a compound capable of preventing
the pro-oxidation process, or biological oxidative
damage [2]. Halliwell and Gutteridge [3] took a much
wider view and defined an antioxidant as “any substance
that, when present at low concentration, compared to
that of an oxidizable substrate, significantly delays, or
inhibits, oxidation of that substrate” [4]. The organism
must confront and control the presence of both pro-
oxidants and antioxidants continuously. Changing the
balance toward an increase in the pro-oxidants over the
capacity of antioxidants is defined as oxidative stress
[5]. Antioxidants can influence the oxidation process
by different means. In this regard, antioxidants can be

categorized into two major types capable of preventing
oxidative damage by direct and indirect interaction with
ROS [5]. The indirect mechanism includes suppression
of ROS formation by inhibition of enzymes or chelating
transition metals that prevents them for participating
in the metal-mediated Haber-Weiss reaction [6]. The
direct acting molecules share a similar chemical trial that
allows them to donate electrons to the oxygen radical so
that they can scavenge the radical and prevent it from
attacking the biological target [5].

There is increasing evidence that oxidative stress
leads to many biochemical changes and is an important
contributing factor in several human chronic diseases,
such as atherosclerosis and cardiovascular diseases,
cancer, several neurodegenerative disorders, diabetes
and likely the aging process [1]. Oxidative stress can
result either from the weakening of cellular antioxidant
defense and also excess of endogenous ROS production.
Xanthine oxidoreductase (XOR) is one of the important
biological sources of ROS and is therefore incriminated
in several pathological processes [7].

The enzyme XOR catalyses the oxidation of
hypoxanthine and xanthine to uric acid, which plays a
crucial role in gout [8]. XOR occurs as a homodimer of
approximately 300 kDa; each subunit contains four redox
centers; a molybdenum cofactor (Mo-co), one FAD
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and two Fe,S sites [9]. Mammalian XOR exists under
two interconvertible forms; xanthine dehydrogenase
(XDH; EC 1.1.1.204), which predominates in vivo,
and xanthine oxidase (XO;1.1.3.22). These forms can
be interconverted reversibly by sulphide reagents or
irreversibly (XDH to XO) by proteolysis [10]. XDH
preferentially reduces NAD®, whereas XO cannot
reduce NAD", preferring molecular oxygen. Reduction
of molecular oxygen by either forms of the enzyme
yields superoxide and hydrogen peroxide and it is the
capacity of XOR to generate such ROS that is of major
interest in clinically related studies [7]. To date, the only
commercially available XOR inhibitor is allopurinol, a
purine analogue in clinical use for treatment of gout [11].
Despite generally acceptable efficacy and safety profiles,
very rare but serious adverse reactions of allopurinol
administration can occur [8]. Therefore, the research of
new natural molecules is a priority, finding compounds
with such pharmacological properties is of great medical
importance.

Medicinal plants constitute an inexhaustible
source of interesting bioactive compounds. Nigella
sativa (N. sativa), an herbaceous annual plant (family
Ranunculaceae), is one of the important medicinal plants
which has long been used as a natural remedy for a
number of human illnesses and disorders. Nigella sativa
L. seeds have many acclaimed medicinal properties such
as bronchodilatory, hypotensive, antibacterial, antifungal,
analgesic, anti-inflammatory and immunopotentiating
and are universally accepted as a panacea [ 12]. Therefore,
this interesting plant has been widely studied with regard
to its composition and its biological activities. N. sativa
seeds have been reported to possess anti-inflammatory
[13], anti-diabetic [14-16], immuno-potentiating
[17,18], anti-tumoral [19,20], antihepatotoxic [21] and
antinephrotoxic [22] properties. N. sativa has also been
reported to have antioxidant activities in vitro [23,
24] and in vivo [25,26], principally related to lipidic
compounds of the seeds. Besides, Atta and Imaizumi
[26] demonstrated that ethanolic and aqueous extracts of
delipidated N. sativa seeds show important antioxidant
activity which was comparable to the activity of TBHQ.
The present study aims to investigate, in vitro, antioxidant
activities of different extracts from Nigella sativa s seeds,
as well as their inhibitory effects on both XO and XDH
activities of XOR.

EXPERIMENTAL

Chemicals

Xanthine, NAD", allopurinol, SOD (superoxide
dismutase), heparin-agarose gel TPTZ (2,4,6-tripyridyl-
s-triazine), FeCl,, luminol, salts and standard polyphenols
(gallic acid, quercetin, rutin) were purchased from
Sigma-Aldrich. All other reagents and solvents were of
analytical grade and came from Panreac, Cheminova,
Prolabo, Organics et Janssen Chemica.

Preparation of Nigella sativa crud extract and its
fractions

Nigella sativa’ s seeds were purchased from a local
market (Batna city, Algeria) and their identification
was confirmed in the laboratory. The seeds (100g)
were first grounded to a fine powder, soaked in 1L of
a hydroalcoholic mixture (methanol/water 7:3 v/v) and
left overnight under slight agitation. The filtrate was
evaporated at 50°C to eliminate methanol; an aqueous
extract was then obtained and considered as N. sativa
crude extract or CrE. Fractionation of CrE was carried out
by using solvents with increasing polarities as described
by Gilani et a/ (2001) with modifications. Solvents used
were hexane, chloroform and ethyl acetate. This series
of extractions gave rise to four fractions; hexane fraction
(HxE), chloroform fraction (ChE), ethyl acetate fraction
(AcE) and residual aqueous fraction (AqE). CtE and AqE
were lyophilized and conserved with the other extracts at
-20°C until use.

Total polyphenols and flavonoid content

Total phenolic content of prepared N. sativa extracts
was determined according to the Prussian blue method
[27] modified by Graham [28]. The reaction mixture
consisted of 0,Iml of extract (dissolved in methanol),
3ml of distilled water, 1ml of K,Fe (CN,) (0.016 M)
and 1ml of FeCl, (0.02 M). The flasks were mixed and
allowed to stand for 15min. 5ml of stabilizing solution
(30ml of gum Arabic 1% v/v + 30ml phosphoric acid +
90ml of distilled water) were then added and absorbance
at 700nm was measured. The total phenolic content was
determined as pg of gallic acid equivalents per milligram
of extract (ug GAE/mg). Flavonoid content of N. sativa
extracts was determined by aluminum chloride method
[29]. One ml of each sample, with appropriate dilution,
was added to Iml of AICL, (2% in methanol). After
10min, absorbencies were measured at 430nm. Flavonoid
concentration was expressed in microgram of quercetin
equivalents per milligram of extract (ug QE/mg).

Inhibition of XO and XDH activities of the enzyme
XOR

XOR was purified from fresh bovine milk according
to the procedure described by Sanders ez al [30]. Purified
XOR is 100% under XO form in the absence of reducing
agents. XDH form was obtained by incubating the
enzymatic solution with 10mM DTT for 1h at 37°C in
sodium phosphate buffer (50mM, pH 7.4) containing
0,lmM EDTA [31,32]. DTT was eliminated by gel
filtration on G-25 sephadex column. The rate of prepared
XDH form must be higher than 50%. All activity and
inhibition tests of XOR were carried out in ambient
temperature in sodium phosphate buffer (50mM, pH 7.4)
containing 0.1mM EDTA.

XO activity was determined spectrophotometrically
following production of uric acid at 295nm (g, ., =
9600 M'cm™) in presence of 100uM of xanthine in
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air-saturated phosphate buffer [32]. XDH activity was
measured spectrophotometrically following increasing
absorbance at 340nm corresponding to the reduction of
NAD* to NADH (g, = 6220 M"'cm™) in presence of
100uM of xanthine and 500uM of NAD". Enzymatic
reactions were initiated by adding 0.1 to 0.2 Ul/ml (final
concentration) of XOR to the reaction mixture [31].

The percentage of inhibition of XO and XDH
activities of XOR by prepared N. sativa extracts was
calculated as follows: [% inhibition = (A-B/A) x 100] (A
and B correspond respectively to the enzymatic activity
in the absence and presence of the inhibitor). IC, of the
different extracts were then determined by ‘Logit-Log
probit’” method. Solutions of different extracts were
prepared in dimethyl sulphoxide (DMSO), which never
exceeded 0.2% (v/v) in the final reaction volume.

Superoxide anion scavenger activity

Superoxide scavenging activity of N. sativa extracts
was determined by chemiluminescence method. The
method is based on the inhibition of light generated by
a radical intermediate of the oxidation of luminol. The
xanthine-XO system produces superoxide subsequently
detected by luminol-dependent chemiluminescence. The
reaction was carried out at 37°C in PBS buffer (50 mM,
pH 7.4+ 0.1 mM EDTA) in presence of xanthine (160uM)
and luminol (100uM) [33]. Superoxide generation was
induced by addition of XO solution (0.1Ul/ml final
concentration) and the reaction was then monitored for
90min in a Microlumat LB 96P Luminometer (EG &
G Berthold, Wildbad, Germany). The specificity of the
reaction was controlled by SOD (100 Ul/ml) as a specific
inhibitor of superoxide-induced luminescence.

Scavenging ability of the extracts was defined as the
percentage of luminescence inhibition with reference to
positive control. IC_ of tested extracts were determined
by the “Logit-Log probit” method with different
concentration ranges of 0-50pg/ml, 0-1pg/ml, 0-1pg/ml,
0-5ug/ml, and 0-200png/ml for CrE, HXE, ChE, AcE and
AgE, respectively.

Ferric Reducing/Antioxidant Power
FRAP assay (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

was performed according to the method initially described
by Benzie and Strain [34] and modified by Pulido ef a/
[35]. In the FRAP assay, reductants (“antioxidants™) in the
sample reduce Fe*'/tripyridyltriazine complex, present
in stoichiometric excess, to the blue ferrous form (Fe*-
TPTZ), with an increase in absorbance at 593 nm. AA
is proportional to the combined (total) ferric reducing/
antioxidant power (FRAP value) of the antioxidants
in the sample. Fresh solution of FRAP reagent was
prepared by mixing 2.5ml of TPTZ solution (10mM in
40mM HCI) with 2.5ml FeCl,.6H,O (20mM) and 25ml
of acetate buffer (300 mM sodium acetate, pH driven to
3.6 par acetic acid). 900 pL of FRAP reagent, warmed
at 37 °C, was mixed with 90 pL of bidistilled water
and 30 pL of test sample (with appropriate dilutions).
The increasing of absorbance in reaction mixtures was
followed at 593nm for 30min at 37°C. Lectures were
performed against bidistilled water. Absorbencies of
reagent blanks (in which sample volume was replaced by
either bidistilled water or methanol) and sample blanks
(in which the FRAP reagent is absent) were subtracted
from the final absorbance value.

A calibration curve of reducing standard
(FeSO,.7H,0) was achieved with a concentration range
of 0-2000 pmole/L. Reducing power was then expressed
in micromoles of FeSO,.7H,O equivalents per mg of
sample (umole Eq FeSO,.7H,O /mg). The parameter
Equivalent Concentration 1 or EC1 was also determined;
ithas been defined by Pulido et al [36] as the concentration
of antioxidant having a ferric-TPTZ reducing ability
equivalent to that of Immol/L FeSO,.7H,O.

Statistical Analysis
The data were expressed as mean + standard deviation
(SD). Student test was used for simple comparisons, one
way ANOVA followed by Dunnett test were performed
for multiple comparisons (significance level p< 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Total phenolic and flavonoid content

Results show that N.sativa crude extract (CrE)
contains considerable amounts of polyphenols (24.36
+ 2.89 ugGAE/mg) and flavonoids (3.28 + 0.16 ugQE/

Table 1. Total polyphenol and flavonoid content of N.sativa extracts

Extract Total polyphenol content © Flavonoid content ®
CrE 24.36 +2.89 328 £0.16
HxE 11.95 £ 1.36 0.49 £ 0.07
ChE 191.06 +£23.34 6.93 £0.28
AcE 79.48 £ 8.8 5.96 +£0.25
AgE 23.81+2.67 3.17+0.16

@ pg of gallic acid equivalents per milligram of extract
() pg of quercetin equivalents per milligram of extract
Values are means of 3 to 4 measures + SD.
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mg). After fractionation of CrE by different solvents,
these compounds were principally concentrated in ChE
and AcE fractions. ChE contains the highest amounts of
both polyphenols and flavonoids (Table 1), the lowest
amounts were found in HXE. According to the data, and
comparing with other studies in which similar extraction
and analysis procedures were used [36], N.sativa crude
extract is relatively poor in polyphenols and flavonoids,
however, ChE content in polyphenols is considerably
important.

Inhibition of XO and XDH activities of XOR/

Superoxide anion scavenger activity

N.sativa extracts exert relatively important inhibition
on XO and XDH activities of XOR (Table 2) in a dose-
dependent manner (p<0.05). HXE activity is remarkably
important especially on XDH form (IC,=42.02 pug/ml).
The weakest inhibitions were observed with CrE and
AqE. At 500pg/ml, CrE can only reduce XO activity by
55%. At the same dose, Jiwajinda et al [37] considered
methanolic extract of N.sativa seeds as inactive toward
XO activity (inhibition < 30%). Inhibitions exerted
by HxE, ChE and AcE on XO were approximately
similar (Table 2), on XDH however, the inhibitions
were distinctly remarkable with the following order of
efficiency: HXE>ChE>ACE.

Inhibition of XOR by N. sativa extracts is related to
the presence of compounds acting independently or in
synergy. With the exception of AqE, all extracts inhibit
XDH form more efficiently than XO (Table 2). This
could be explained by the presence, in the extracts, of
compounds exerting inhibition on both Mo and FAD
active sites of the enzyme. Those extracts might contain
inhibitors of XO which react at the Mo site; other
compounds could react at the FAD site, more accessible
in XDH form of the enzyme. In fact, XDH to XO
conversion results in conformational changes affecting
mostly FAD site [9]. Combined action of compounds

acting at Mo and at FAD sites contributes to the increase
of inhibition in the case of XDH.

Inhibition of XDH presents a great interest not only
because it is the most predominant form in vivo [7], but
also because, as well as XO, XDH can produce ROS by
its NADH oxidase activity [38]. With NADH as reducing
substrate, XDH is more active than XO, and amounts of
ROS produced are more important [30,31]. Numerous
studies aimed to evaluate inhibitory effects of different
plant extracts on XO activity. The inhibitory activities
were attributed to polyphenols [39], flavonoids [40] and
anthocyanosids [41]. In the present study, inhibitory
activity can be partially attributed to flavonoids. With the
exception of HXE, we observed a satisfactory correlation
between flavonoid content and XO inhibition by Nigella
sativa extracts (r=0.645, p<0.01); the correlation was
more pronounced with XDH form (r=0,833, p<0.01).
Flavonoids are well known as potent XO inhibitors
[42,11], their activity is related to their chemical structure
[43,44], mostly the similarity between purinic cycle of
XO substrates (xanthine and hypoxanthine) and A cycle
of flavonoids [42].

Scavenging effect on superoxide anion produced
by XO

Superoxide scavenging activity of N. sativa extracts
was determined by chemiluminescence in a xanthine/
XO/luminol system. The extracts inhibit light emission
in a dose-dependent manner (p<0.05). They showed
impressive scavenging activities, with IC,, ranging
from 0.179 to 12.23pg/ml (Table 2). The most important
activities were obtained with HXE, ChE and AcE. In this
method, inhibition of superoxide generation by XO can
be caused by either direct removal (scavenging effect) or
inhibition of XO by the inhibitors present in the extracts.
To distinguish between XO inhibition and superoxide
scavenging activities of the extracts we used allopurinol
as reference.

Table 2. Inhibitory effect of N.sativa extracts on XO and XDH activities, and on superoxide

generation by XO.
IC,, (ng/ml)
XO inhibition XDH inhibition Inhibition of superoxide
generation by XO
Allopurinol 6.66 = 0.41 6.16+0.82 ™ 0.0365 +0.0007 ™
EBr 43299+ 11.3 382.874+ 22.97" 6.86+0.59 "
EHx 2957+ 12.7 42.02+2.68™ 0.179 £0.023 ™
ECh 355.87+6.71 7616+ 943 ™ 02+0.05"
EAc 313.29+ 53.43 157.98 +£12.85™ 1.41+035"
EAq 620.11 £ 41.82 698.73 £ 34.18 ™ 12.23+£0.34 ™

Values are means of 3 to 4 essays + SD. Comparisons were set in regard to XO inhibition

(" p<0.05, ™ p<0.01, ns: no significant).
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Allopurinol is a strict inhibitor of XO and has no
scavenging effect on superoxide produced by this enzyme
[8]. IC,, obtained for allopurinol in chemiluminescence
test reflects its inhibitory effect on XO; it is 182 times
smaller than that obtained in XO inhibition using
spectrophotometric method. Table 3 shows ratios between
IC, for all extracts obtained in spectrophotometric and
in chemiluminescence methods. The extracts that inhibit
XO without any scavenging properties should have a
Spect/Lum ratio close to that of allopurinol, as in the
case of AcE which may have slight scavenging activity.
However, if this ratio is higher, this means that, beside
inhibition of XO, the extract exerts scavenging effect on
superoxide produced by this enzyme (cases of HXE and
ChE).

HxXE scavenging activity is probably due to essential
oils, which are considered to be good antioxidants in
vivo [15, 25] and in vitro [23]. It has been demonstrated
that thymoquinone, a major compound of N. sativa
essential oil, inhibits superoxide generation by XO with
no effect on enzymatic activity [23]. Oil fraction of N.
sativa contains also tocopherols, phenols and lipids
having antiradical properties [15]. Those compounds
could contribute to the high scavenging activity observed
with HxXE. In the case of ChE and AcE, scavenging
activity of superoxide is mostly related to their high
content of flavonoids. In fact, we observed a linear and
highly significant correlation (r=0.995, p<0.01) between
flavonoid content and superoxide scavenging activity for
all extracts studied. Moreover, Flavonoids are known for
their superoxide radical scavenging properties [43]; their
minor redox potential makes them thermodynamiquly
able to reduce oxidative free radicals such as superoxide
[44].

Ferric Reducing/Antioxidant Power

Reducing power of N. sativa extracts as well as
known antioxidants (gallic acid, quercetin, rutin and
ascorbic acid) was determined by FRAP assay. In the
original method of Benzie and Strain [45], measurements
were monitored for 4min since the absorbance of the
reduced ferrous-TPTZ complex was stable at this time.
In their study, Pulido and coworkers observed that the
reaction with certain antioxidants had not finished after 4
min and reduction of the ferric-TPTZ complex continued
[35]. They prolonged the reaction for 30 min because,
at this interval, the order of antioxidant efficiency of the
studied samples was maintained. Lectures at 4 min were
yet kept for comparison with the original method.

Figure 1 shows the kinetics of TPTZ-Fe** to TPTZ-
Fe?* reduction by standard antioxidants and N. sativa
extracts. Some antioxidants continue to react after 4
initial min; their corresponding absorbance even doubled
after 30min (case of quercetin). For others, 4min were

sufficient to get stabilized lectures (case of ascorbic
acid). The behavior of tested extracts was not different,
the reaction with some of them (HXE and ChE) was fast
in initial times and stabilized right after. For the others,
absorbance continued to increase with time.

EC1 and RP values for chosen antioxidants and M.
sativa extracts were calculated (Table 4). Results show
that gallic acid is the strongest among the four standard
antioxidants used. Their order of antioxidant efficiency
was as follows: gallic acid>quercetin>ascorbic acid>rutin
(EC1 expressed in pg/ml). When EC1 is expressed in
umole/L, the order of antioxidant efficiency changed
to Quercetin>gallic acid>rutin>ascorbic acid. The same
order was obtained by Pulido et al (2000). Among
N. sativa extracts, ChE and AcE expressed the most
important reducing power. Their RP values were quite
similar in the initial times of the reaction (4 min). After
30min, AcE showed significantly higher RP (p<0.05).

Reducing power of HXE estimated with FRAP assay
was very weak. This extract which showed impressive
superoxide scavenging capacity didn’t react in this
system. In fact, antioxidant activity is not necessarily
equal to reducing capacity. For example, glutathione has
a very weak reducing power in FRAP assay [45] because
its redox potential is lower than Fe**/Fe* couple [48].

Comparisons between RP obtained with ChE and
AcE and those of standard antioxidants (Figure 2) show
that the two extracts are 20-28 times less efficient than
gallic acid, 12-23 times than quercetin, 8-13 times than
rutin and only 4 to 6 times weaker than ascorbic acid.
These extracts are good source of antioxidants as, in spite
of their complexity, they exhibited reducing capacity not
much different from ascorbic acid which is considered as
one of the most powerful antioxidants [5].

High RP of ChE and AcE could be related to their
high flavonoid and polyphenolic content; a linear and
highly significant correlation was observed between
reducing power and flavonoid content in the four
extracts CrE, ChE, AcE and AqE (r= 0.976, p<0.001).
Phenolic compounds, particularly flavonoids, are strong
antioxidants. In FRAP assay, they express the most
important activities compared to other antioxidants [35].
FRAP assay was used in many studies to evaluate total
antioxidant capacity of dictary plants [47-50]. It has been
found that reducing power depends mostly on fruit’s
content in polyphenols, anthocyanins and ascorbic acid
[50].

It is worth mentioning that various methods are
used in different laboratories for the evaluation of total
antioxidant capacity. The results of various assays of
the same material can differ significantly [51], mainly
because of the differences in the reactivity of various
antioxidants with respective indicators.
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Figure 1. TPTZ-Fe** to TPTZ-Fe?* Reduction kinetics by (a) standard antioxydants (100 pg/ml), and (b) Nigella
sativa extracts (1 mg/ml) (n=4).
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Table 3. Ratios between IC,  obtained in XO inhibition test (Spectrophotometry) and those obtained
in chimioluminescence test (Lum).

IC,, Spect * IC,, Lum* Spect/Lum ratio
Allopurinol 6.66 0.0365 182.45
CrE 432.99 6.86 63.12
HxE 295.7 0.179 1651.2
ChE 355.87 0.2 1779.35
AcE 313.29 1.41 222.19
AqE 620.11 12.23 50.7

*1C,, in pg/ml
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Table 4. EC1 and RP obtained for standard antioxidants and N.sativa extracts in FRAP assay
EC1® PR®
4 min 30 min 4 min 30 min
Ascorbic acid 83.83 +1.07® 86.7+£1.63™ 12.12 +0.88 11.68 £0.81 ™
Gallic acid 50.77 £2.12@ 36.47+0.15" 19.46 £ 1.57 28.19+1.34™
Quercetin 80.62 = 1.79@ 42.55+0.94 ™ 11.62 +1.54 24.07+1.82"
Rutin 253.82 + 5.94® 162.64+£1.32™ 373+0.3 6.14+0.37
CrE 5.01 £0.076® 3.33+0.08 ™ 0.19+0.03 03+0.03"
HxE 3.76 £0.19® 336+ 0.05m™ 0.25 £0.02 0.29+0.02°
ChE 1.032+ 0.1® 0.98 £0.09 ™ 0.98 + 0.06 1.017 £0.075 ™
AcE 1.12+ 0.03® 0.75+ 0.03 " 0.92 £ 0.042 141+ 0.09™
AqE 5.890 £0.18™ 3.69+0.13 ™ 0.16 £0.029 0.26 £0.04 ™
(a) ECI1 expressed in pg/ml
(b) ECI expressed in mg/ml
(¢) RP expressed in umole Eq FeSO,.7H,0 /mg.
Values are means of 6 to 12 assays + SD. Comparisons were performed between values calculated at 4 and
30min ("p<0.05, ** p<0.01, ns: no significant).
CONCLUSION Toxicolo. Pathol. 30, 620 (2002).

In the present study, we evaluated the in vitro
antioxidant capacity of N. sativa extracts by different
methods. In all tests used, we observed a significant
correlation between flavonoid content and antioxidant
efficiency, suggesting that the observed antioxidant
activity could be due, at least partly, to flavonoids;
although, the contribution of other compounds such
as the oil fraction cannot be ruled out. Further studies
would be necessary to identify the molecules responsible
for antioxidant activity especially in HXE, ChE and AcE
fractions.
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Résumé

Dans cette étude, nous avons déterminé que I’ huile totale de Nigella sativa est |a fraction
responsable de I'effet hypoglycémiant. Ses caractéristiques physico-chimiques indiquent
gu’ elle a une grande qualité biologique. Son fractionnement par chromatographie sur colonne
a permis d' obtenir deux grandes fractions: |'huile neutre, fractionnée elle-méme en quatre
sous fractions, et I"huile polaire. Son fractionnement par chromatographie a permis d’ obtenir
trois sous fractions polaires.

L’analyse fine par GC et HPLC de I'huile totale et de ses fractions neutres a permis de
dévoiler leur composition en acides gras, en triglycérides et en stérols et alcools supérieurs.
Ces résultats indiquent, encore une fois la richesse de cette huile en composés lipidiques
bioactifs, ce qui permettrait d expliquer les propriétés pharmacologiques en générae et
hypoglycémiantes en particulier de Nigella sativa.

Les résultats indiquent aussi que la fraction polaire est responsable de la réduction de la
glycémie chez les rats diabétiques, selon un mécanisme postprandial. La fraction neutre de
I”huile permet, de son coté, la régénération des ilots de Langerhans, aprés leur destruction par
la streptozotocine.

Latoxicité de I’ huile totale de Nigella sativa a été aussi évaluée sur des tranches fines de foie
(PCLYS). Cette approche a montré, clairement, que I'huile de Nigella sativa n’avait pas un
effet hépato- protecteur contre le I’ acétaminophen (le paracétamol). L’ huile totale et ses deux
grandes fractions polaire et neutre ont fait I’ objet d’ une évaluation de leur toxicitéin vivo. Les
résultats indiquent une absence de traces majeures de toxicité hépatique et ce dans les
conditions expérimentales appliquées, c'est-a-dire, quantité des extraits administrés et durée
du test.
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