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Résumé

L’objectif de cette étude est I’évaluation des pouvoirs antioxydant et anticoagulant des
huiles essentielles obtenues des graines de la nigelle Algérienne cultivée dans la région de
Magra (M’sila) et d’une huile fixe commerciale de la nigelle (huile d’El-Baraka).

L’analyse qualitative des deux huiles essentielles par CCM a révélé la présence de
nombreux constituants, parmi lesquels la thymoquinone, le carvone, le thymol et/ ou le
carvacrol.

Le pouvoir antioxydant de ces huiles essentielles a été évalué in vitro par le test du
DPPH’, le test du blanchissement de B-caroténe et le test du pouvoir réducteur. Des résultats
obtenus, il ressort que ces huiles ont une grande capacité de piéger le radical DPPH" avec des
Clsp de 88,01 et 88,65 pg/ml pour les huiles essentielles commerciale et Algérienne
respectivement. Cette capacité antioxydante est confirmée par les tests du blanchissement de
B-caroténe et du pouvoir réducteur. En effet, ces huiles sont aussi capables d’inhiber la
péroxydation lipidique avec des pourcentages appréciables de 1’ordre de 56,13% pour 1’huile
essentielle de Magra et 66,72 % pour I’huile essentielle commerciale et elles possedent un
tres grand pouvoir réducteur avec des CEsg de 132,56 et 133,37 pug/ml respectivement.

L’activité anticoagulante des huiles essentielles de la nigelle a été également évaluée
in vitro en utilisant les tests du temps de céphaline-kaolin (TCK) et du temps de Quick (TQ).
Les temps de coagulation obtenus sur un plasma normal en présence des ces huiles indiquent
qu’elles exercent une activité anticoagulante sur les deux voies de la coagulation mais cette

activité est plus marquée sur la voie endogene que sur la voie exogene.

Mots clés: Nigella sativa L, la nigelle cultivée, les huiles essentielles, les espéces réactives

activité antioxydante, activité anticoagulante.



Summary

The objective of this study is the evaluation of the antioxidant and anticoagulant
activities of essential oils obtained from the seeds of Algerian Nigella sativa L cultivated in
the area of Magra (M’sila) and from commercial fixed oil of Nigella sativa (oil of El-Baraka).

The qualitative analysis of two essential oils by TLC revealed the presence of many
components, among which: thymoquinone, carvone, thymol and/or carvacrol.

The antioxidant capacity of these essential oils was evaluated in vitro by three different
tests: DPPH" free radical scavenging assay, B-carotene bleaching test and reducing power
assay. The essential oils demonstrated a great capacity to trap the DPPH' radical with an ICs
equal to 88,01 and 88,65 pg/ml for the commercial and Algerian essential oils respectively.
This antioxidant capacity is confirmed by the B-carotene bleaching assay and the reducing
power test. Indeed this oils are also able to inhibit lipid peroxydation with respectable
percentages of about 56,13% for the essential oil of Magra and 66,72 % for commercial
essential oil and they have a great reducing power with an ECsy of 132,56 and 133,37pug/ml
respectively.

The anticoagulant activity of Nigella sativa essential oils was also evaluated in vitro by
using two tests: the test of the cephalin-kaolin time, and the test of Quick time. The times of
coagulation obtained on normal plasma in the presence of these oils indicate that they carry an
anticoagulant activity on the two pathways of coagulation but this activity is highly marked

on the endogenous pathway than on the exogenous pathway.

Key words: Nigella sativa L, essential oils, reactive species, antioxidant activity,

anticoagulant activity.
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Liste des abréviations

A : Absorbance

BHA :butylated hydroxyanisole

BHT: butylated hydroxytoluene

CCM : chromatographie sur couche mince

CE5 : concentration effective a 50%

ClI;s, : concentration inhibitrice a 50%

CPG/ SM: Chromatographie en phase gazeuse/ Spectre de masse
DMSO : dimethyl sulphoxide

DPPH : 2 ,2-diphenyl -1-picryl hydrazyl

ERO : especes réactives oxygénées

ERN : espéces réactives azotées

GPx : Glutathion péroxydase

GR : glutathion réductase

GSH : Glutathion

4-HNE: 4-hydroxynonenal

HE : huile essentielle

HPLC: High performance liquid chromatography
IPP: isopentenyl pyrophosphate

MDA : Malonate dialdehyde

mg : milligramme

min : minute



ml : millilitre

NOS : nitric oxyde synthase

PI : pourcentage d’inhibition
p/p : poids/poids

RF : rapport frontal

rpm : rotation par minute

Sec : seconde

SOD : superoyde dismutase

t : temps

TCA : Trichloro-acetic acid
TCK : temps de céphaline kaolin
THQ : Thymoquinone

TQ : temps de Quick

TLC : Thin layer chromatoraphy
UV : Ultra violet

V : volume

% : Pourcentage
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Introduction générale

Introduction générale

Les utilisations trés vastes des plantes médicinales depuis des siecles par ’homme
pour traiter les différentes pathologies courantes ont poussé les chercheurs a étudier les
activités pharmacologiques des différents métabolites végétaux pour confirmer ses propriétés
thérapeutiques d’une part et d’autre part pour identifier les principes actifs a 1’origine de ces
vertus et par conséquence l'usage de ces médicaments naturels a bon escient dans les
systemes de soins primaires.

Parmi les métabolites végétaux extensivement étudiés figurent les polyphénols, les
huiles essentielles et les alcaloides qui posseédent de nombreuses propriétés pharmacologiques
telle que la propriété antioxydante qui a attiré D’attention de nombreux laboratoires et
chercheurs dans le cadre de la recherche d’ antioxydants naturels utilisés dans les industries
alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques d’une part et d’autre part pour valoriser I’effet
préventif de ces métabolites contre les différentes pathologies liées au stress oxydatif.

Par ailleurs, les maladies thrombotiques artérielles ou veineuses constituent
actuellement un probléme de santé majeur et I’'une des causes principales de la mortalité dans
le monde [1] c’est pour ¢a plusieurs études sont focalisées sur la recherche des anticoagulants
naturelles pour traiter ces pathologie vasculaires.

Les graines de Nigella sativa L, ou la nigelle cultivée (Sinouj ou Habba sawda) est I’'une des
sources de plantes médicinales qui occupent une place particuliere dans le monde de la
médecine traditionnelle a cause de ses utilisations thérapeutiques trés vastes par les
populations dans les pays Arabe, en Asie et en Europe contre de nombreuses pathologies
telles que I’hypertension, le diabéte, la fievre, la migraine, I’inflammation, les problémes
gastro-intestinales...etc [2]. En plus de ces usages, ces graines sont aussi trés employées
comme épices additionnées a plusieurs préparations culinaires (pain, pates, salades, fromages
...etc.) [3]. Des dizaines d’études ont été réalisées sur la composition chimique de ces graines
en corrélation avec leurs propri¢tés pharmacologiques. Ces recherches ont confirmé in vivo
comme in vitro les propriétés pharmacologiques (anti-inflammatoire, antioxydante
antidiabétique, anticancéreuse, antimicrobienne...etc.) des différents extraits de ces graines et
ont montré que parmi les principes actifs responsables de ces activités pharmacologiques sont

les huiles essentielles [4].



Introduction générale

Dans ce contexte s’inscrit cette étude qui vise a évaluer le pouvoir antioxydant et Iactivité
anticoagulante des huiles essentielles de ces graines.

Ce travail a été réalisé en trois étapes :

- La premiere étape correspondant a 1’extraction des huiles essentielles a partir des graines de
la nigelle cultivée en Algérie (Magra, M’sila) et aussi a partir d’une huile fixe commerciale
(huile d’El-Baraka), et la caractérisation qualitative de deux huiles essentielles par

chromatographie sur couches minces (CCM).

- La deuxiéme étape consiste a évaluer le pouvoir antioxydant, in vitro, de ces huiles en
utilisant différents tests (test du radical DPPH, test du blanchissement de B-caroténe et test du

pouvoir réducteur).

- La troisiéme étape correspondant a 1I’évaluation de 1’activité anticoagulante de ces huiles
vis-a-vis de la voie endogene et la voie exogene de la coagulation a travers les tests du temps

de céphaline-kaolin (TCK) et du temps de Quick (TQ) respectivement.
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I- Radicaux libres, systémes antioxydants et stress oxydatif

I-1) Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui possedent un ou plusieurs
¢lectrons non appariés sur leur couche externe, cet état leur confére une instabilité énergétique
et cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture d’une liaison covalente pendant
laquelle chaque atome conserve son €lectron, soit au cours d’une réaction redox avec perte ou
gain d’¢lectron a partir d’un composé non radical.

Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement a I’état stable en donnant un électron ou en prenant une a une autre molécule
ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants, c'est-a-dire ils ont la propriété¢ d’Etre
extrémement réactifs vis-a-vis les molécules environnantes, et ils possedent un temps de
demie vie extrémement court (de la nano a la milliseconde) [5].

Les radicaux libres qui proviennent de 1’O, sont appelés « Les especes réactives de
I’oxygene » (ERQO) alors que les radicaux libres qui sont générés de la réaction de ’oxygeéne
avec 1’azote sont considérés comme une sous-classe des radicaux libres appelée « Les especes
réactives de I’azote » (ERN) [6].

Ces especes réactives oxygénées et azotées regroupent non seulement des radicaux
libres mais également des dérivés non radicalaires mais ils sont tres réactives et peuvent étre
des précurseurs de radicaux libres, parmi ces espéces réactives non radicalaires : 'O, HyO,

HOCL, et le nitroperoxyde (ONOOH) [7].

I-1-1) Nature et sources cellulaires des especes réactives de I’oxygéne(ERQO)
Les ERO ou les formes actives de I’O, proviennent du métabolisme de 1’oxygene, et

sont trouvées dans tous les organismes aérobiques [8] et produites lors des activités cellulaires

normales selon différents mécanismes et systemes enzymatiques [9].

Ces especes constituent la classe la plus importante des espéces réactives produites dans les

systemes vivants et représentent environ 1-3% de 1’oxygeéne consommé par le corps.

Parmi les ERO prédominantes dans les organismes on distingue 1’0, *~ I’'H,0,, 1"’ OH,

’HOCl et 'O, [9] [10].
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- L’anion superoxyde O, "~
L’anion superoxyde est I’espece la plus couramment générée par la cellule par une

réduction mono- ¢lectronique (addition d’un seul €”) de I'oxygene moléculaire O, [11] [12].

DE +1e — DE-_

C’est un radical relativement faible, qui n’est pas tres réactif, dont les effets cytotoxiques sont
attribués généralement a leur réle comme un précurseur des especes plus agressives comme
I’ H,0,, ’’OH, I’ HOCl et le peroxynitrite [11] [13] (Figure 1) .

La source principale de 1’anion superoxyde est la mitochondrie, environ de 80% de 'O, "~
provient de la chaine respiratoire durant la phosphorylation oxydative et le transport des
¢électrons au niveau des cytochromes mitochondriales pour la production d’énergie (ATP)
[14]. 1 a 3% des ¢lectrons totales fuient au niveau du complexe I et III de la chaine
respiratoire pour former 'O, "~ au lieu de contribuer a la réduction de I’0O, en H,O selon la

réaction suivante [10] :

02+4E'+4H+—>2 HED

La génération mitochondriale de 'O, "~ représente la source intracellulaire majeure des autres
ERO [15].
Lors de la réaction inflammatoire, les neutrophiles et les macrophages activés sont aussi des
sources importantes de 'O, "~ qui est formé enzymatiquement par la « NADPH oxydase »
pour protéger ’organisme contre toute infection bactérienne [11] [16].
La xanthine oxydase activée lors de I’ischémie/reperfusion [17], et I'activité de cytochrome
p 450 durant les réactions de détoxification constituent aussi des sources importantes de
1’0, " [16].
- Le peroxyde d’hydrogéne H,O;

Le peroxyde d’hydrogéne ou I’eau oxygénée n’est pas un radical (tous ses électrons
périphériques sont appariés), mais il est considéré comme un membre dans la famille des
ERO a cause de sa capacité¢ de générer des especes hautement réactives telles que le radical

"OH, et le HOCI [11] [12].
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Le H,0,, relativement toxique [12] est obtenu a partir de 1’O," = soit par dismutation

spontanée soit par dismutation catalysée par la «superoxyde dismutase SOD» selon la

réaction suivante [16] [18].

2*0; 4+ 2H**80, 1+ H. 0,

Il peut également résulter de la réduction biélectronique de 1’oxygeéne en présence d’oxydase
(amino acides oxydases, glycolate oxydase, urate oxydase) qui se trouve principalement dans

des organites cellulaires bien individualisés comme les peroxysomes [12].
O, +2e +2H" — Hy0,

La monoamine oxydase de la membrane mitochondriale externe est aussi capable de générer

I’H,0, pendant la désamination oxydative de certaines amines [12] [15].

- Le radical hydroxyle "OH

Le radical hydroxyle est I’espece la plus réactive et la plus préjudiciable d’une demie
de vie trés courte de 10 S [10]. Ce radical est capable de provoquer des lésions oxydatives

sur différentes molécules biologiques (ADN, protéines, lipides...) [13].
I1 est formé a partir de 'O, ™, et de peroxyde d’hydrogéne selon la réaction de Haber-Weiss

(Réaction 1) [15] et aussi a partir de peroxyde d’hydrogene et en présence des métaux de

transitions (Fe™, Cu") selon la réaction de Fenton (Réaction 2) [16].

O -+H:: = OH-+HO +(:  (Réaction 1)

Fe?* L1H;0; — Fe* L OH +OH" (Réaction2)

Le radical hydroxyle peut étre formé aussi a partir de I’acide hypochloreux «HOCI» selon une

réaction caractérisée par la présence d’un donneur d’¢lectron [13].

HOCl + 0 —*0H + C1- +0,

HOCl + Fe** —"0H + C1- + Fe™*
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- L’acide hypochloreux HOCI

Le HOCI est I'un des oxydants physiologiques les plus forts et un puissant agent
antimicrobien [13]. I a une durée de vie trés longue comparée aux autres especes réactives lui
permettant de diffuser a distance [18].
Ce radical est synthétis¢ par la myéloperoxydase des neutrophiles et des €osinophiles et a partir

d’H,0; et de CI' selon la réaction suivante [13] [18]

H,0; +Cl- — HOCl + OH

- L’oxygéne singulier 'O,

L’oxygene singulier est une forme excité de I’oxygene moléculaire [20], cette forme
n’est pas radicalaire, obtenue par appariement des deux électrons célibataire de 1’0,
appariement qui nécessite un apport d’énergie considérable et explique que 'O, est trés
énergétique et donc trés réactionnel [18]. Il a une durée de vie trés courte de 'ordre de 10° s
[20], et réagit comme agent oxydant ¢lectrophile qui peut s’attaquer a tous les types des
molécules organiques (lipides, protéines, carbohydrates etc....) [18]. Il est formé par la

my¢loperoxydase des neutrophiles a partir de ’'H,O, et HOCI selon la réaction de Mallet :

H,0, + HOCl—» H,0 + HT + Cl~ + 10,

La génération de 'O, peut également se produire pendant la disproportionation spontanée de

I’H,0O; selon la réaction ci dissous [20].
H>,O, + H,O, — 2H,0 + 102

La xanthine oxydase et la lipoxygenase sont aussi des sources importantes de I’oxygene

singulier [20].

A coté de ces especes réactives, il existe dans les systemes biologiques d’autres
especes oxygénées réactives qui résultent des réactions d’oxydation catalysées par les ERO

précédentes sur les molécules biologiques, parmi ces especes dites secondaires on distingue

les radicaux hydroperoxyle ( HO;"), peroxyle ( RO;") et alcoxyle ( RO") [21] (Figure 1) .
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I-1-2) Nature et sources cellulaires des espéeces réactives de I’azote (ERN)
Les especes réactives de I’azote renferment principalement le monoxyde d’azote

(NO*+), le péroxynitrite (ONOQ), le dioxyde de nitrogéene (NO,") et le nitrosyl hydride

(HNO) [6] (Figurel).

- Le monoxyde d’azote (NO") est un radical qui posséde un seul électron célibataire, il est
formé dans les tissues biologiques par la nitrique oxyde synthase « NOS» qui oxyde
larginine en citrulline avec formation de NO" [10]. Trois isoformes de NOS ont été
identifiées dans les tissues des mammiferes : la NOS neuronal (NOSI), la NOS endothéliale
(NOS 3) et la NOS inductible (NOS 2). La NOSI1 et la NOS 3 sont responsables de la
production de NO™ de fagon constitutive pour des nombreuses fonctions physiologiques,
alors que la NOS2 est une enzyme inductible exprimée en réponse a des cytokines, a des
produits bactériens ou immunologiques et a d’autres stimulateurs non immunologiques [13].
Le NO' est un oxydant faible, sa durée de vie est trés courte, et la voie de transformation la
plus dangereuse du NO" est sa réaction avec I’anion O, "7, cette réaction conduit a la

formation de péroxynitrite ONOO " un puissant agent oxydant [18].

NO* + 0,*~ — oNoo~ !
- Le péroxynitrite (ONOOQO") est capable de réagir avec les fonctions thiols, les lipides, les
bases nucléiques et les protéines. C’est un agent nitrant actif qui agit sur les cycles
aromatiques (tyrosine et tryptophane) [18]. Quand il est protoné, il conduit a la formation

des oxydants tres forts comme le ‘OH et le NO," [13].

ONOO™ +H* « ONOOH « [HO" + NO,] — NOs~ +H*

A coté des sources cellulaires des ERO et ERN il existe des facteurs exogenes qui
peuvent participer directement ou indirectement dans la génération de ces especes réactives
dans les systémes biologiques, parmi les quels les radiations ionisantes et non ionisantes, les
gaz toxiques comme l’ozone Os , les toxines, les drogues [22], les pesticides, les métaux
lourds, certains conservateurs alimentaires comme le dioxyde de sulfure, le tabagisme, les

alcools...etc [23].
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NO — » ONOO-——— ONOOH — NO;-

OH®
HO,® - NO,
“ 020' Fe
0,0, ° I H,O, 8~ . oH® —— H0
2H* H* H*
020- sSOD 020_
H,0, OH® ——» RO,°——» ROOH
Cl MPO 020-
HOCI RO®°

Figure 1 : Les différentes especes réactives impliquées dans les systémes biologiques [5]

I-1-3) Role physiologique des ERO et ERN

La production des ERO et ERN est permanente et physiologique et n’est pas limité
aux conditions pathologiques, car ces especes réactives participent dans de nombreuses
fonctions biologiques [5]. A titre d’exemple le NO' joue un role dans plusieurs processus
physiologiques tel que la protection cardiaque, la régulation de la pression artérielle, la
neurotransmission et les mécanismes de défense [6].
Ces especes réactives (0,7, H;0,, NO') intervient aussi dans la maturation,
I’hyperactivation des spermatocytes et la fusion de spermatocyte avec I’ovocyte [8] [23], dans
la signalisation cellulaire et la régulation de nombreux facteurs de transcription tel que
I’AP1 (Activator protein-1) et HSFI1 (heat shock factor 1) qui activent des geénes dits
«Protecteur pour la cellule », ces génes régulent I’expression de molécules de défense telles
que les « antioxydants » ou les « HSP » (Heat Shock Protein) contribuant aux processus de
réparation et régénération cellulaire [S]. Les espéces réactives oxygénées et azotées
participent aussi dans la différentiation cellulaire ’apoptose, I'immunité et la défense contre

les micro-organismes [24].
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I-2) Les systémes de défense antioxydants

Pour limiter les effets délétéres des espéces réactives radicalaires et non radicalaires et
leurs conséquences physiopathogiques, 1’état redox intracellulaire est équilibré par des
systemes antioxydants [17]. Ces systemes antioxydants sont soit des molécules qui captent
rapidement les espéces réactives, soit des systemes enzymatiques qui catalysent la conversion
des molécules pro-oxydantes en molécules stables [25].

Donc selon le mode d’action de ces systémes, on distingue deux classes d’antioxydants

enzymatiques et non enzymatiques [11] [26].

I-2-1) Systémes antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydantes représentent un systeme treés important pour la défense
contre D’attaque radicalaire, elles incluent principalement : la superoxyde dismutase, la

catalase, les glutathion peroxydases et la glutathion réductase.

I-2-1-1) La superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase se trouve dans tous les organismes aérobiques, elle catalyse

la dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene selon la réaction suivante [11].

(SOD)
20, + 2H' > 0, + H,O,

I1 existe plusieurs isoformes de SOD qui différent entre elles dans leur structure, leur contenu
métallique (cofacteur) et leur localisation cellulaire : la SOD intracellulaire (Cu, Zn-SOD), la
SOD extracellulaire (EC-SOD) et la SOD mitochondriale (Mn-SOD) [17] [26]. Chez
I’homme les taux ¢levés de SOD sont détectés particulierement dans le foie, les reins, et la

rate [11].

I-2-1-2) La catalase (CAT)

La catalase est présente dans la majorité des organes cellulaires mais
particulierement elle est concentrée dans les peroxysomes du foie, elle catalyse la réduction

de peroxyde d’hydrogéne en oxygene et eau selon la réaction suivante [27].

catalase

2[—]202 — Dg -+ ZHEO
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I-2-1-3) Les glutathion péroxydases (GPx)

Les glutathion peroxydases sont des enzymes homo-tétramériques et séléno-
dépendantes c'est-a-dire qu’elles contiennent dans leur site actif un atome de sélénium (Se) a
la place d’un soufre cystéinique [21]. Elles catalysent la dégradation de peroxyde d’hydrogene
(H20,) et des peroxydes organiques (les hydropéroxydes lipidiques) en H,O et alcools
respectivement dans une réaction qui utilise le glutathion «GSH» comme un co-substrat

réducteur selon les réactions ci dessous [17] [16] [28].

2GSH + H20> X GSSG + 2H,0

GPx
2GSH 4+ ROOH—GS5G 4+ ROH + H20

Jusqu’a présent 5 formes des GPx ont été identifies: cellulaire, gastro-intestinale

plasmatique et spermatique [17].

I-2-1-4) La glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase participe de facon indirecte dans la défense antioxydante, elle
intervient dans la régénération du glutathion oxydé «GSSG » utilisant le NADPH comme un

cofacteur selon la réaction suivante [16].

GSSG + NADPH “R.NADP* + 2GSH

I-2-2) Systeémes antioxydants non enzymatiques

Cette classe d’antioxydants regroupe des composés de faible poids moléculaire qui
peuvent €tre soit d’origine endogénes ou exogenes.
I-2-2-1) Les antioxydants endogénes

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances parmi
lesquelles on peut citer :

Le glutathion "GSH", un tripeptide (glutamique-cystéine-glycine) qui posseéde un

groupement thiol —SH- [26], et considéré comme 1'un des constituants majeurs du systéme
antioxydant endogene [13] [29]. Il intervient dans la défense contre ’oxydation via leur rdle

comme cofacteur de certaines enzymes antioxydantes telles que les glutathion peroxydases et

10
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les glutathion transférases [28]. Il est capable de piéger directement certaines especes
réactives (OH', ROO, RO HOCI) et d’agir comme un agent chélateur de cuivre [26]. Le

glutathion est aussi capable de protéger les groupements —SH- des protéines contre
I’oxydation et de régénérer les antioxydants oxydés comme les vitamines E et C [28].

La mélatonine, une hormone sécrété¢ par la glande pinéale, posséde une capacité
antioxydante ¢élevée, elle est capable de neutraliser des différentes especes réactives
probablement par donation d’hydrogeéne de groupement —NH-. Elle intervient aussi dans
I’induction de la synthese de certains antioxydants enzymatiques [26] [27].

L’acide urique, un déchet cellulaire provient de 1’oxydation d’hypoxanthine et de

xanthine par la xanthine oxydase et déhydrogénase. Il agit en piégeant des différentes especes
réactives, les radicaux peroxydes, OH',]Oz, O3, NO et des autres especes réactives. Il est

aussi capable de protéger les protéines contre la nitration et de chélater les ions métalliques
[26].

Les protéines chélatrices des métaux comme le transferrine, la ferritine, la
céruloplasmine, I’albumine, la métallothioneine et la myoglobuline sont aussi considérées
comme des antioxydants endogeénes trés importants, elles agissent en diminuant la
disponibilité d’agents pro-oxydants, comme les ions Fe’* /Fe* ou Cu?”Cu” qui peuvent

participer dans la génération des especes tres réactives [8] [27].

I-2-2-2) Les antioxydants exogénes

Toutes les défenses précédentes peuvent €tre renforcées par des composants exogenes
apportés par 1’alimentation. Ces antioxydants nutritionnels incluent principalement les
vitamines, les caroténoides, les composés phénoliques et certains éléments minéraux [5] [30].

La vitamine E ou I’a- tocophérol est un important antioxydant liposoluble présent dans
les huiles végétales (huile de tournesol, de soja, de mais...etc), les noix, les graines, le lait, et
les ceufs [5] [31]. Il est capable de réagir avec plusieurs radicaux libres (ROO", O, '05) [30],
et agit particuliérement en inhibant la péroxydation lipidique [32].

La vitamine C ou I’acide ascorbique est un puissant antioxydant hydrosoluble [32]
présent dans les agrumes, les légumes, le poivron, le chou, la fraise...etc [5]. A coté de son
role dans la régénération de vitamine E, la vitamine C est capable de réduire d’autres

biomolécules oxydées et d’agir comme un piégeur direct de radicaux libres [16].

11
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D’autre part les caroténoides (I’a et le B caroténe, le lycopéne, la lutéine, la
zéaxanthine, 1’astaxanthine...) qui forment une grande famille de polyénes conjugués que
I’on trouve en abondance dans les plantes et notamment les fruits et les légumes orangés et
vert foncés sont des excellents piégeurs de radicaux peroxyles, d’oxygene singulier, de radical
hydroxyle et d’anion super oxyde [S] [27] [28].

Les composés phénoliques tels que les flavonoides, les tanins, et les acides phénoliques
présents dans tous les fruits, les légumes, le thé, les céréales completes, les raisins, les
lentilles...etc [S] sont aussi des puissants antioxydants nutritionnelles capables de chélater les
métaux de transition et d’inhiber la propagation de la réaction radicalaire en piégeant des
différentes espéces réactives [28] [27].

Les oligo-¢éléments comme le sélénium, le zinc, le manganese, et le fer, sont aussi
considérés comme des antioxydants nutritionnels se trouvent dans le poisson, les volailles,
les céréales, les légumes verts, les produits laitiers...etc. Ils servent notamment de cofacteur
aux enzymes antioxydantes (la glutathion péroxydase, la SOD cytosolique, la SOD
mitochondriale et la catalase respectivement) [5] [30].

A coté de ces principaux antioxydants nutritionnels, 1’alimentation contient d’autres
métabolites aux propriétés antioxydantes, tells que les huiles essentielles [31], les alcaloides
les acides organiques, les phytates, les dérivés soufrés de l'ail et de l'oignon, les dérivés

indoliques du choux...etc [7].

I-3) Le stress oxydatif
I-3-1) Définition

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systemes
oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire [33], il se produit dans la cellule quand la concentration des especes réactives
excede les capacités antioxydantes de cette cellule [24]. Ainsi, le stress oxydant est la
conséquence d’une augmentation dans la génération des especes réactives (dans le cas par
exemple des intoxications aux métaux lourds, dans [Iirradiation, dans les
ischémies/reperfusions [7], tabagisme, les maladies inflammatoires, le stress [5] ...etc) et /ou
d’une défaillance dans les systémes antioxydants [24] a cause soit d’un déficit nutritionnel en

antioxydants comme les vitamines ou aux anomalies génétiques responsables d’un mauvais
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codage d’une protéine soit enzymatiquement antioxydante, soit synthétisant un antioxydant

soit régénérant un antioxydant [7].

I-3-2) Conséquences biologiques du stress oxydatif

Les radicaux libres et les autres espéces réactives présentent un paradoxe dans leur
fonction biologique [9], ils sont indispensables a la vie et responsables de nombreuses
fonctions physiologiques d’une part et d’autre part ils constituent des especes hautement
dangereuses susceptibles lors d’un stress oxydant d’endommager par oxydation les

différentes molécules biologiques notamment les lipides, les protéines et I’ADN [5] [7].

I-3-2-1) L’oxydation des lipides

Les lipides et particulicrement leurs acides gras polyinsaturés constituent des cibles
privilégiées des especes réactives. L’oxydation des lipides connue généralement sous le nom
de la péroxydation lipidique se déroule en 3 phases :
- L’initiation est due a l’attaque d’une espece réactive (radicaux peroxyles, hydroxyles
alcoxyles, '0,, peroxynitrite...) pour arracher un hydrogéne d’un acide gras polyinsaturé
(LH), conduisant alors a la formation d’un radical acide gras (L") [26] [34].
- La phase de propagation débute lorsque le radical acide gras L™ réagit avec I’0O, formant un
radical peroxyl LOO* qui peut arracher un hydrogene d’un autre acide gras polyinsaturé et
créer un nouveau radical libre qui s’oxydera et ainsi de suite [21]. Au cours de cette réaction,
le radical peroxyle est converti, par ajout d’hydrogene, en hydroperoxyde (LOOH) qui se
décompose généralement en produits trés toxiques tels que les aldéhydes (Malonate
dialdéhyde, 4- hydroxynonénal...) a partir de la plupart des acides gras polyinsaturés et des
isoprostanes a partir d’esters de 1’acide arachidonique [21]. Ces hydroperoxydes sont aussi
capables de réagir avec les métaux de transition (Fe*", Cu") engendrant des espéces trés
réactives (radicaux alkoxyles LO" et hydroxyles OH") [34].
- La phase de terminaison consiste a terminer la réaction radicalaire soit par la combinaison
de deux radicaux peroxyles pour former un peroxyde relativement stable (réactionl) [21] soit

par la neutralisation des radicaux libres par des antioxydants (AH) (réaction 2) [35].

LOO" + LOOO ——> LOOL+0, (1)

LOO+ AH —  , LOOH+A’ ?2)
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I-3-2-2) L’oxydation des protéines

La toxicité des especes réactives de 'oxygene et de I’azote s’exerce également sur les
protéines, et particulierement sur leurs acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la
tyrosine et I’histidine [5]. La cystéine et la méthionine constituent d’autres cibles des especes
réactives qui attaquent les groupements —SH- conduisant a la formation des ponts
disulfuriques et par conséquent 1’agrégation de plusieurs molécules de protéines [5] [10]. A
coté de la capacité de ces especes réactives de réagir et modifier les acides aminés, elles sont
aussi capables de couper les liaisons peptidiques et de former des fragments protéiques en cas
d’une agression tres forte [5] [7]. Ces modifications oxydatives des protéines conduisent
généralement au changement de la conformation spatiale et par conséquent ’altération de la

fonction biologique de cette protéine (enzyme, récepteur, facteur de transcription...) [5] [7].

1-3-2-3) L’oxydation de ’ADN

L’ADN qu’il soit nucléaire ou mitochondrial est également une cible majeure des
especes réactives oxygenées et azotées [5] qui sont capables de réagir avec les déoxyriboses
de ’ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques [S] [32] induisant alors des
différents dommages comme la modification des bases, la formation des sites abasiques, les
cassures de brins, les pontages DN A-protéines, et les réarrangements chromosomales [7] [26]
[32]. Le radicale hydroxyle OH  est le plus réactif envers les bases azotées et le déoxyribose
[21] [26], alors que I’anion O, et le H,O, ne sont pas toxique a I’ADN, mais leur
génotoxicité peut étre attribué a leur contribution dans la génération du radical hydroxyle et
de péroxynitrite [26]. Les dommages oxydatifs d’ADN sont impliqués généralement dans la

mutagenese, la cancérogenese et le vieillissement [36].

I 3-3) Implications pathologiques du stress oxydatif

En raison de leur réactivité €élevée, les especes réactives interagissent avec toute une
séric de substrats biologiques conduisant a [’altération de 1’homéostasie cellulaire de
I’organisme. Le dysfonctionnement des systémes de régulation de 1’oxygeéne et de ses
métabolites est a 1'origine de phénoménes du stress oxydant dont I'importance dans de
nombreuses pathologies comme facteur déclenchant ou associ¢ a des complications lors de
leur évolution est maintenant largement démontré [7]. En fait, de nombreuses études, tant
épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress oxydant est potentiellement impliqué

dans le développement de plus d’une centaine de pathologies humaines différentes allant de
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I’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires,

neurodégénératives et le diabete [7] (Tableau 1).

En effet, la plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1'age car le

vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale

de radicaux [37].

Tableau 1 : Les principales affections li€es au stress oxydant

Pathologies Références
Cancer [28] [32]
Diabetes type 2 [10] [38]
L’athérosclérose [17]
L’hypertension [24]
Arthrite rhumatoide [39]
Maladies d’Alzheimer, de parkinson [40] [41]
Maladies respiratoires (asthme) [27]
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II- Les thromboses

Les thromboses sont les maladies vasculaires les plus fréquentes [42] qui résultent
d’une interaction complexe entre les protéines circulantes de la coagulation, les plaquettes et
la paroi vasculaire [1]. Selon le site de leurs formations on distingue deux types des
thromboses : thromboses artérielles et thromboses veineuses, deux entités distinctes différent
entre elles dans les facteurs de risque, les mécanismes physiopathologiques et les

manifestations cliniques [42] [43].

I1I-1) Les thromboses artérielles

La thrombose artérielle est un caillot ou thrombus blanc constitu¢ d’amas plaquettaire
consolidé par un réseau fibrineux et elle se forme habituellement apres 1’érosion ou la rupture
de la plaque athéromateuse liée a I’évolution de I’athérosclérose, cette thrombose est connue
sous le nom d’athérothrombose [1] [42] [43]. L’athérothrombose est considérée actuellement
comme la cause principale de la mortalité dans le monde [1] [44], elle est responsable des
complications cliniques trés dangereuses regroupées en trois catégories : les syndromes
coronariens aigus, 1’accident vasculaire cérébral et I'ischémie aigue des membres inférieurs

[1] [42] [43].

II-1-1) Mécanisme physiopathologique

Le générateur principal de la thrombose artérielle est 1’athérosclérose, une atteinte
inflammatoire chronique qui affecte les artéres de gros et de moyen calibre qui sont
particuliérement les artéres coronaires, périphériques, cérébrales, les carotides, et ’aorte [1]
[45]. Selon I’organisation mondiale de la santé, 1’athérosclérose est une association variable
de remaniements de l’intima des artéres de gros et moyen calibre consistant en une
accumulation focale de lipides, de glucides complexe, de sang et de produits sanguins ,de
tissu fibreux et de dépots calcaires [44].

Les mécanismes physiopathologiques de formation et d’évolution de 1’athérosclérose
et par conséquences 1’athérothrombose sont liés aux facteurs de risque de cette pathologie
(tabagisme, alcools, hypertension, hypercholestérolémie, diabéte, ...) pour lesquels le stress
oxydant est retrouvé, a des degrés divers, comme composant des événements cellulaires et

moléculaires déléteres pour le tissu vasculaire [47] [46] [21].
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L’implication du stress oxydant dans 1’athérosclérose a ¢été initialement révélée par
I’oxydation des lipoprotéines de basse densité LDL (low density lipoproteins) qui sont les
carrieres principales du cholestérol dans le plasma [44] [48]. L’oxydation de ces lipoproté€ines
représente 1’étape initiale dans le processus de I’athérogenese qui génere de nombreuses
modifications a la fois des lipides et de la copule protéique (apolipoprotéine B) de la
lipoprotéine [44] [47]. La premicre étape de I’athérogenese donc est la pénétration des LDL
dans I’intima du sous endothélium (premicre couche de la paroi vasculaire en contact avec le
sang) et leurs liaison avec les protéoglycanes de la matrice extracellulaire facilite leurs
rétention au sein de cette structure cellulaire, ou elles sont soumises aux modifications
oxydatives par les especes réactives [21]. Lors de la deuxiéme étape, les LDL oxydées sont
captées rapidement par les macrophages de la paroi artérielle qui deviennent donc des
cellules riches en lipides nommées cellules spumeuses [17] [21]. Les LDLs oxydées ont des
récepteurs aussi au niveau des cellules endothéliales qui stimulent 1I’expression des molécules
d’adhésion ce qui conduit a I’activation de la réaction inflammatoire et le recrutement des
cellules pro-inflammatoires vers 1’intima des arteres [44] [47]. Les cellules spumeuses et les
leucocytes activées liberent par la suite des différents médiateurs qui amplifient le processus
inflammatoire d’une part et d’autre part induisent la prolifération et la migration des cellules
musculaires lisses (CML) de la média (deuxiéme couche de la paroi vasculaire qui suite
I’intima) vers I’intima [21] [49]. L’accumulation des CML avec les cellules spumeuses et le
débris cellulaires et les lipides libérés par les cellules nécrotiques est a l’origine de
I’épaississement de I’intima et la formation de la plaque athéromateuse [21] [47] [49],
(Figure 2) qui souvent va continuer d’évoluer ver la plaque compliquée, I’augmentation de la
taille du centre nécrotique ainsi que la rupture de la plaque induite par des métalloprotéases
libérés par les macrophages [21]. La rupture de cette plaque cause une altération de la paroi
artérielle ce qui conduit a un contact entre les éléments du sang et les structures sous
endothéliales entrainant ainsi I’activation de la cascade d’hémostase (adhésion, agrégation

plaquettaire et coagulation) et la formation d’une athérothrombose [49] (Figure 2).
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Farcd
Fonmation de 1a plaque vasculaire

Figure 2 : Déroulement de I’athérosclérose et la formation de I’athérothrombose [S0]

L’altération de la paroi artérielle liée a la rupture de la plaque athéromateuse permet
I’adhésion des plaquettes aux structures sous endothéliales et leurs activation, entrainant
I’expression des différents récepteurs et la libération des différents médiateurs tels que I’ADP,
et le thromboxane A2 (TXA,) impliqués dans I’activation et le recrutement d’autre plaquettes
pour former un clou plaquettaire hémostatique composé des plaquettes reliées entre elles par
des molécules de fibrinogeénes et a I’aide des récepteurs membranaires glycoprotéiques (GPIIb
et GPIIla). Ce caillot plaquettaire est rapidement consolidé par un réseau de fibrine formé

aprés I’activation de la cascade de la coagulation [51] [52] [53].
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Ce thrombus formé (caillot fibrino-plaquettaire) est susceptible d’oblitérer la lumiére
artérielle provoquant alors des accidents ischémiques trés dangereux [46] [49] tels que
I’infarctus de myocarde, la mort du cceur soudaine, ’accident vasculaire cérébral, 1’ischémie
aigue des membres inférieurs (perte de fonction), la gangréne des extrémités, la claudication

intermittente. ..etc. [45] [1] [54].

I1-2) Les thromboses veineuses

La thrombose veineuse est la pathologie vasculaire la plus fréquente aprés 1’infarctus
de myocarde et ’accident vasculaire cérébral [42] [55]. Cette thrombose est un thrombus
rouge constitué principalement d’un réseau de fibrine et de globules rouges avec un peu de
plaquettes [55] [56]. La thrombose veineuse est représentée par deux événements cliniques
réunis sous le terme de maladie veineuse thromboembolique, la thrombose veineuse profonde
et I’embolie pulmonaire [42] [55].

La thrombose veineuse profonde ou la phlébite survient le plus souvent dans une veine
des jambes, mais elle peut survenir sur presque toutes les veines de 1’organisme (bras,
cerveau, tube digestif, reins...etc.). Elle commence souvent dans les veines du mollet au
niveau de petites valves ou valvules. le caillot une fois formé peut devenir important, allant
jusqu’a boucher toute la longueur des veines d’une jambe [57] entralnant alors une douleur

aigue associée a un cedéme (gonflement) et une augmentation de la chaleur du membre avec

un aspect rouge de la peau [57] [58] (Figure 3) .

Veine Paroi de
profonde L la veine
Veine
~ [superficielle
/ . Caillot
de sang
@/ X (thrombose)

I

Valvule

Figure 3: Formation d’une phlébite au niveau des veines de jambe [57]
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Le caillot dans la veine de la jambe peut se détacher, remonter dans les veines jusqu’au cceur,
le traverser et atteindre les artéres au niveau du poumon conduisant alors a I’embolie
pulmonaire qui fait toute la gravité des phlébites car si les caillots ayant migré dans les arteres
du poumon sont nombreux et volumineux peuvent bloquer la respiration et accélérer la

fréquence respiratoire (dyspnée) et cardiaque (tachycardiaque) [S7] [59].

II-2-1) Mécanisme physiopathologique

La survenue de la maladie veineuse thromboembolique est associée a différents facteurs
de risque tels que I’'immobilité, le cancer, I’hypercoagulabilité, la chirurgie, les traumatismes
et la grossesse [43] [55] [56].

- L’immobilisation prolongée lors de I’activité professionnelle, le voyage lent, ’alitement et
la paralysie des membres augmente la stase veineuse [58] qui concentre localement les
facteurs d’activation d’hémostase (cytokine et médiateurs inflammatoires), favorise la
margination et Dinteraction des cellules circulantes avec 1’endothélium et elle est
responsable d’une hypoxie locale qui conduit a 1’activation des cellules endothéliales qui

exprime alors un facteur pro-coagulant qui est le facteur tissulaire [55] [56] [60].

-Le cancer est 'un des importants facteurs de risque des thromboses veineuses, il est
impliqué dans cette pathologie via différents mécanismes. En effet, la masse de la tumeur
formée peut créer une stase par compression et invasion des vaisseaux et favoriser la
libération du facteur tissulaire par les organes affectés pendant I’expansion et la métastase.
Certaines drogues anticancéreuses peuvent provoquer des dommages au niveau des cellules
endothéliales et augmenter 1’expression de facteur tissulaire par les monocytes et les
macrophages induisant une réponse pro-coagulante par les cellules hotes. La radio ou la
chimiothérapie provoque une hépatotoxicité qui peut causer une réduction dans le taux des

anticoagulants physiologiques (antithrombine III, protéine C et protéine S) [55] [56] [60].

- L’hypercoagulabilité liée a des déficits congénitaux des inhibiteurs physiologiques de la
coagulation comme I’antithrombin III, la protéine C et la protéine S sont trés rares mais sont
des facteurs de risque tres forts pour les thromboses veineuses. Des mutations au niveau de
deux facteurs de coagulation, la mutation G1691A dans le facteur V (Leiden) qui le rend
résistant a I’inactivation par la protéine C et la mutation G20210A dans la prothrombine (II)

sont aussi responsables de ’hypercoagulabilité du sang [S5].
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Ces déficits congénitaux et ces deux mutations peuvent €tre aussi impliqués dans la
thrombose artérielle mais avec des degrés plus faibles par rapport a la thrombose veineuse
[55] [56].

- La chirurgie particuliecrement, du cancer, de I’obésité et la chirurgie orthopédique sont
thrombogénes car elles s’accompagnent le plus souvent par une immobilisation allongée et
donc une stase veineuse. d’autre part le geste chirurgicale lui méme peut favoriser des
thromboses veineuse car les tissus agressés par la chirurgie libérent des substances
défensives (inflammatoire) qui interférent avec la coagulation et donc facilite la constitution

d’une thrombose.

- Les traumatismes tel que la fracture de la jambe, le traumatisme de la hanche, entorse grave
du genou constituent aussi des facteurs de risque important pour la formation de la

thrombose veineuse [59].

-La grossesse est caractérisée par 1’augmentation de la concentration des facteurs
procoagulants, la diminution de la concentration de certains anticoagulants physiologiques,
et la diminution de I’activité fibrinolytique. Ces changements hémostatiques ont pour
objectif de maintenir la fonction du placenta pendant la grossesse et diminuer la perte du
sang lors d’accouchement augmente le risque de la thrombose veineuse [S5].

Tous ces facteurs de risque de thrombose veineuse induisent donc I’activation de la
coagulation, une cascade des réactions enzymatiques qui aboutissent a la formation d’un
réseau protéique de fibrine insoluble capable d’oblitérer la lumiere vasculaire.

Dans les conditions physiologiques normales, la coagulation est activée lors d’une
breche vasculaire, pour consolider 1’agrégat plaquettaire a fin de colmater la bréche et arréter
le saignement du sang [61] [62]. La formation de ce caillot fibrineux est réalisée par deux
voies, la voie endogene ou intrinseque et la voie exogene ou extrinseque, toutes deux
aboutissant a I’activation du facteur X, une étape commune aboutit ensuite a la formation de
thrombine, une sérine protéase qui catalyse la transformation de fibrinogéne en fibrine
insoluble [52] (Figure 4). Les deux voies impliquant des facteurs de coagulation qui sont des
glycoprotéines dont la plupart sont des enzymes protéolytiques, type sé€rine protéase qui
circulent dans le sang a 1’état de zymogene. Ces systemes enzymatiques sont régulés par des
coenzymes ou catalyseurs, des réactions de control rétro-actif positives ou négatives et des

inhibiteurs physiologiques (antithrombin III, protéine C et protéine S) [63].

21



Rappels bibliographique Les thromboses

- La voie endogéne, dans la quelle tous les ¢léments nécessaire de la coagulation sont
présents dans le plasma sans apport extérieur. Cette voie est déclenchée par 1’activation du
facteur XII (Hageman) lors de ce contact aux structures électro-négatives de la matrice sous-
endothéliale (collagéne, sulfatides, glycosaminoglycanes) [64] [65], une activation qui
conduit par la suite a I’activation de pré-kallikréine en kalikriéne qui a son tour peut activer le
F XII. Le F XII activé catalyse la transformation de la forme zymogene du facteur XI a la
forme protéolytique activée qui active par la suite le facteur IX [65]. Ce dernier se lie a la
surface de phospholipides anioniques des plaquettes (F3P) par I’intermédiaire des ions
calcium et forme, en présence de son co-facteur, le facteur VIII le complexe tenase qui est
responsable de D’activation du facteur X (le facteur Stuart). Ce dernier forme avec son
cofacteur, le facteur V (pro-accélérine), les phospholipides plaquettaires et par I’intermédiaire
aussi des ions de calcium le complexe prothrombinase qui catalyse la transformation de

prothrombine (facteur II) en thrombine [61] [66] (Figure 4).

- La voie exogene est la voie la plus simple et la plus rapide que la voie endogene, elle
fait intervenir un nombre limité de facteurs [66].Cette voie est activée par un facteur non
plasmatique qui est le facteur tissulaire, une glycoprotéine membranaire exprimée sur la
surface des cellules endothé¢liales et les cellules de la matrice sou-endothéliale [61] [65]. Lors

d’une breche vasculaire, le facteur tissulaire devient en contact avec le plasma ce qui permet
I’interaction avec le facteur VII (pro-convertine) pour former un complexe enzymatique
réactif (Facteur tissulaire-FVII) .Ce complexe est responsable de I’activation de facteur X et
aussi de facteur IX et par conséquence de prothrombine en thrombine [61] [53]. La thrombine
formée par les deux voies catalyse la conversion de fibrinogene en monomeres de fibrine qui
s’associent les unes aux autres grace a des liaisons hydrogene pour former un réseau fibrineux
instable, ou le facteur XlIIla (le facteur stabilisateur de fibrine) préalablement activé par la
thrombine intervient pour la solidification du caillot fibrineux par 1’établissement de liaisons

covalentes entre les différentes molécules de fibrine [61] [62] (Figure 4).
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Figure 4 : La cascade de la coagulation dans la voie endogene et la voie exogene [61] [64]

I1-3) Traitement des maladies thrombotiques

Le traitement pharmacologique est primordial pour limiter les dommages des
thromboses artérielles et veineuses. L’objectif de ce traitement est la récanalisation du
vaisseau occlus et éviter une réocclusion précoce. Actuellement, il existe trois classes
d’agents pharmacologiques antithrombotiques utilisables, les antiagrégants, les
anticoagulants, et les fibrinolytiques [67].

Les antiagrégants (aspirine, clopidogrel, ticagrelor...) représentent a I’heure actuelle
le traitement de référence des thromboses artérielles [67], mais les anticoagulants sont aussi
recommandé€s en association avec les antiagrégants et les fibrinolytiques pour traiter les

syndromes coronaires aigus et I’infarctus cérébral [67] [68] [69].

23



Rappels bibliographique Les thromboses

Le traitement fibrinolytique (streptokinase, urokinase, activateur tissulaire de
plasminogéne...) a pour but de lyser le thrombus artériel ou veineux et il associé le plus
souvent a un traitement antiagrégant et anticoagulant [67] [68].

Les anticoagulants représentent le traitement principal de la maladie veineuse
thromboembolique. De nombreux anticoagulants agissants a différents niveaux de la cascade
de la coagulation sont utilisés et ils sont regroupés en trois classes, deux classes des
anticoagulants classiques (les héparines et les anti vitamines K) et la classe des nouveaux

anticoagulants [69] [70].

-Les héparines

Il existe deux types des héparines utilisables et administrées par voie intraveineuse ou
sous cutanée, ’héparine non fractionnée (HNF) et les héparines de bas poids moléculaire
(HBMP) [69] [70]. L’héparine non fractionnée est composée d’un mélange hétérogene de
chaines polysaccharidiques sulfatées de taille et de structures différentes extraites de la
mugqueuse intestinale de porc. Le poids moléculaire varie de 5000 a 35000 daltons alors que
les héparines de bas poids moléculaire sont issues de la dépolymérisation des chaines
polysaccharidiques de ’HNF par des procédés chimiques ou enzymatiques, leurs poids
moléculaire varient de 3000 a 5000 daltons. L’HNF et les HBPM forment un complexe avec
I’anticoagulant physiologique I’antithrombin III potentialisant son effet sur I'inactivation de
divers facteurs de coagulation. Le complexe HNF-antithrombin III inactive le plus notamment
les facteurs Xa et la thrombine (facteur Ila), mais a un moindre degré les facteurs 1Xa, Xla et
XllIa, alors que le complexe HBPM-antithrombinlII inhibe particulierement le facteur Xa et a

moindre degré la thrombine [70].

-Les anti vitamines K

La vitamine K est un ¢lément nécessaire dans la synthése au niveau du foie de quatre
facteurs de la coagulation, la prothrombine II, la proconvertine VII, le facteur stuart X, et le
facteur antihémophilique B (le facteur IX). Elle intervient dans la carboxylation des molécules
d’acide glutamique de I’extrémité —N- terminale de la chaine glycoprotéinique de chacun de
ces facteurs. Cette carboxylation est nécessaire pour ’activité biologique et la fixation de ces
facteurs sur les surfaces phospholipidiques plaquettaires, et elle nécessite la présence de la

forme réduite de vitamine KHo.
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Ce dernier est transformé apres la y-carboxylation en époxyde de vitamine K qui est régénérée
via la vitamine K époxyde réductase pour étre utilisée dans une autre réaction de
carboxylation. Les anti-vitamines K exercent leurs effets anticoagulants en inhibant le
recyclage de vitamine K, ce qui conduit a la perdre de I’activité enzymatique des facteurs
vitamines K dépendants et par conséquence la ralentie de la vitesse de la coagulation [70]
[71]. Les anti-vitamines K sont administrées par voie orale et actuellement plusieurs types des
anti-vitamines K sont utilisés comme la warfarin, phenindione, acenocoumarol et

phenprocoumon [70].

-Les nouveaux anticoagulants

Des nouveaux anticoagulants sont actuellement utilisés a coté des anticoagulants
classiques. Ces anticoagulants sont subdivisés selon leur mode d’action en deux catégories,

les inhibiteurs indirects qui agissent en potentialisant I’activité de I’antithrombine III,
et parmi les quelles, la fondaparinux et I’idraparinux qui sont des inhibiteurs synthétiques
indirects et sélectifs du facteur Xa et ils sont constitués de 5 unités saccharides capables de
modifier la conformation en augmentant 1’activité inhibitrice naturelle de 1’antithrombine III
sur le facteur Xa [72] [73].

Les inhibiteurs directs agissent directement sur le facteur Xa ou la thrombine, et parmi
les quelles, le DX-9065a, I’hirudin, L’argatroban...etc. Le DX-9065a est un dérivé
synthétique de I’acide propanoique qui inhibe directement le facteur Xa libre et le facteur Xa
li¢ dans le complexe prothrombinase [72] [73] alors que I’hirudin est un peptide de 65 acides
aminés extrait de la glande salivaire d’une espece de ver (Hirudo medicinalis) et il inhibe
directement et de facon irréversible la thrombine [72]. L’argatroban est un dérivé synthétique

d’acide carboxylique qui inhibe directement la thrombine [72].
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I11-Les huiles essentielles

Les huiles essentielles, les essences ou les huiles volatiles sont des substances
naturelles volatiles, ont composition généralement assez complexe, caractérisées par une forte
odeur et synthétisées par les plantes comme des métabolites secondaires [74] [75].

Elles représentent une petite fraction dans la composition chimique de la plante et sont
responsables de ’odeur distinctive de la plante, et c’est pour cette raison que les plantes qui
synthétisent les huiles essentielles sont connus sous le nom de « plantes aromatiques » [76].
Les huiles volatiles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux, les fleurs
(Bergamotier, Tubéreuse), les feuilles (Citronnelle, Eucalyptus), les écorces (cannelier), les
bois (bois de rose, santal), les racines (vétiver), les rhizomes (curcuma, gingembre), les fruits
(Toute-épice, anis), et les graines (muscade, nigelle) [74] [75].

Elles sont liquides a température ambiante, d’un poids moléculaire faible, volatiles et
entrainable a la vapeur d’eau ce qui les différencient des huiles fixes, incolores et rarement
colorées et sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques, leur densité est en

générale inférieur a celle de 1’eau [75].

II1-1) Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants, contiennent 20 a
60 composants avec des concentrations différentes, et elles sont caractérisées généralement
par 2 ou 3 composants majoritaires représentent 20-70% d’huile essentielle totale, alors que
les autres composés se trouve sous forme des traces [74].
Les constituants des huiles essentielles appartiennent de facon quasi exclusive a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes, le groupe des terpénes d’une part et le
groupe des composés aromatiques dérivés de phenyl propane beaucoup moins fréquents

d’autre part [75] (Figure 5).

III-1-1) Les terpénes
Les terpénes sont les composants les plus abondants dans les huiles essentielles et sont
subdivisés en deux classes, les mono et les sesquiterpenes.
Les monoterpenes représentent la classe la plus simple de la série des terpénes (a
I’exception des hémi terpenes qui sont tres rares), ils contiennent 10 atomes de carbones

résultants du couplage téte a queue de deux unités d’isopréne de 5 atomes de carbones.
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Ils constituent un pourcentage important dans la composition des huiles essentielles
(80 a 98 % d’huiles essentielle totale) par rapport aux sesquiterpénes. Sur le plan structural
les monoterpénes peuvent étre: acyclique comme le myrcéne et ocimene, monocyclique
comme le P-cymene et a terpinne, ou bicyclique comme le pinéne, camphéne et sabinéne. Ils
peuvent €tre aussi fonctionnalisés tel que les alcools (géraniol, linalol, citronellol, menthol,
fenchol...), les aldéhydes (géranial, néral), les cétones (tagétone, menthone, carvone), les
esters (acétate de citronellyle, acétate de methyl, acétate d’o-terpinyl), les peroxydes
(ascaridole), et les phénols (thymol et carvacrol) [75] (Figure 5).

Les sesquiterpénes sont composés de 15 atomes de carbones et issus de 1’assemblage
de 3 unités isopréniques. Ils ont aussi diverses structures, des carbures mono ou polycycliques
(B-bisaboléne, B-caryophylléne et longifoléne), des alcools (farnésol, carotol, B-santalol, et
patchoulol), des cétones (nootkatone, cis-longipinane-2,7-dione, et B-vétivone), des aldéhydes

(sinensals) et des esters (acétate de cédryle) [75] (Figure 5).

II1-1-2) Les composés aromatiques

Les composés aromatiques sont des dérivés de phenyl propane (Ce- Cs), et sont
beaucoup moins fréquents que les terpénes. Ils peuvent étre des aldéhydes comme le
cinnamaldehyde, des alcools comme cinnamique alcool, des phénols comme chavicol, et
eugenol, des dérivés de méthoxy comme 1’anethol elemicine et estragole et des dérivés de

dioxymethyléne comme I’apiole, myristicine, et safrole [74] (Figure S).

Les huiles essentielles peuvent étre également renfermées d’autres constituants qui ne
sont pas des terpenes ou des dérivés de phényl propane, comme les composés issus de la
dégradation d’acides gras (3Z-hexén-1-ol, 2E-hexanals) et de terpenes (les ionones, et les
irones), et les composés azotés et soufrés qui résultent du clivage d’acides aminés ou de ces

précurseurs (indole) [75] [77] [78].
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Figure 5 : Structure de quelques composés rencontrés dans les huiles essentielles [75]

I11-2) Biosynthése et role biologique

La synthése et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées (poils sécréteurs, poches sécrétrices, canaux
sécréteurs, et trichomes glandulaires) localisées sur ou a proximité de la surface de la plante
[75] [77].
Les composés terpéniques constituent une famille de composés largement répandu dans le
régne végétal et les principaux constituants des huiles essentielles. Ils sont synthétisés a partir
d’un précurseur unique appelé I’isopentenyl pyrophosphate (IPP) (CsHg) [79]. Cette unité

isoprénique a 5 atomes de carbone peut étre synthétisée dans le cytoplasme via la voie du
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mévalonate ou dans les plastides via la voie non mévalonique (la voie de déoxy xylulose
phosphate) [79] [80] [81].

La voie du mévalonate consiste en la condensation de deux molécules d’acetyl CoA
pour former I’acetoacétyl CoA qui se transforme aprés une chaine des réactions
enzymatiques et consommatrices d’énergie en mévalonate 5-diphosphate, puis une réaction de
décarboxylation permet de transformer ce dernier en IPP [79] [80].

Alors que pour la voie non mévalonique, la condensation téte a téte de
glyceraldehyde3-phosphate avec le pyruvate conduit a la formation de 1-deoxy-D-xylulose-5-
phosphate (DOXP) qui subit a une chaine des réactions enzymatiques aboutissent par la suite
a la formation de 1-hydroxy-2-methyl-2(E) butenyl-4PP (HMBPP), qui sous l’action de
HMBPP réductase se transforme en IPP [80] [81].

Apres la synthése de I'unité isoprénique, des réactions de condensation téte a queue d’un
nombre variable d’unités isopréniques aboutissent a formation des différentes classes
terpéniques ; des monoterpenes Cjo (issus de la condensation de 2unités isoprénique), des
sesquiterpenes C;s (3 unités isoprénique), des diterpenes Cyo (4 unités isoprénique) et des
triterpenes Cso (6 unités isoprénique) [79] [80].

Pour chaque classe de terpene, des différentes réactions chimiques, cyclisation
fonctionnalisation, réarrangement...etc, permettent de former diverses structures terpéniques

a partir d’un précurseur unique [75].

Des différents roles biologiques sont reconnues aux huiles essentielles, et généralement,
- les huiles essentielles jouent un réle important dans la protection de la plante, puisque elles
agissent comme antibactériennes, antifungiques, antivirales et insecticides [74].
-Elles protegent aussi la plante contre les herbivores par son odeur défavorable et inhibitrice
de I’apetite de I’animale a cette plante [74].
-Elles réduisent la compétition des autres especes des plantes par I’inhibition de la
germination (agents allélopatiques) [75] [82].
- Les huiles essentielles jouent aussi un role important dans ’attraction des pollinisateurs
spécifiques (insectes, oiseaux...) qui participent dans la dispersion du pollen et des graines ce
qui favorise la reproduction [74] [75] [78].
"Elles protégent la plante contre le stress photo-oxydatif et participent aussi dans la croissance

et le développement de la plante (des phytohormones comme le giberlline) [83].
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II1-3) Procédés d’extraction

Plusieurs techniques sont utilisées pour I’extraction des huiles essentielles parmi les quelles :
L’hydrodistillation, la méthode la plus simple et plus anciennement utilisée [84] qui
consiste a immerger le matériel végétale directement dans un récépiant rempli d’eau placé sur
une source de chaleur. L’¢ébullition de I’eau entraine alors les huiles essentielles qui au contact
d’un réfrigérant elles se condensent, et se récuperent sous forme d’une émulsion (eau + huile
essentielle) et se séparent par la suite de 1’eau par simple différence de densité [75].
L’extraction au CO; supercritique qui est une technique récente, consiste a utiliser
le CO; a pression ¢levée et a basses températures pour I’obtention des huiles essentielles.
Dans ces conditions le CO; se trouve a I’état supercritique, il n’est ni liquide, ni gazeux et cela
lui confere une bonne diffusibilité dans les solides et un bon pouvoir solvants [75].
L’extraction par micro-ondes est une technique aussi récente, consiste a chauffer la
maticre végétale placée dans une enceinte close par un rayonnement micro-ondes. Le
chauffage de la plante permet la libération des huiles essentielles qui sont entrainées par la
vapeur d’eau produite par la maticre végétale. Un systéme de refroidissement a I’extérieur
permet la condensation de distillat composé d’eau et d’huile essentielle facilement séparable

par simple décantation [75] [85].

I11-4) Propriétés pharmacologiques et toxicologiques

Les effets bénéfiques des composés volatiles des huiles essentielles sont utilisés depuis
fort long temps par les anciennes civilisations, pas seulement comme des aromes et des
conservateurs alimentaires mais aussi pour prévenir et soigner les pathologies courantes [86].
Actuellement de nombreuses études ont démontré que les huiles essentielles exercent des
différentes activités biologiques et pharmacologiques, parmi les quelles

L’activité antioxydante, ou des différents tests ont confirmé que ces métabolites
possedent des propriétés antioxydantes. L’¢tude de Sacchetti et al a montré que 11 huiles
essentielles de diverses origines exercent une excellente activité antioxydante dans les
systemes du DPPH" et de B-caroténe/acide linoléique, et que I'huile essentielle de Thymus
vulgaris a un pouvoir antioxydant élevé en comparaison a des antioxydants synthétiques
BHA et trolox [87]. D’autre part une ¢tude récente a confirmé que I’huile essentielle de
Satureja cilicica aun grand pouvoir de neutralisation du radical DPPH" et de conservation du
beurre contre la peroxydation lipidique [88]. Les huiles essentielles de ['Origanum vulgaris

de Saturja montana et de leurs composés majoritaires, thymol et carvacrol inhibent, in vitro
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la formation de 3-nitrotyrosine et du malonate dialdehyde marqueurs du stress oxydatif
induit par le peroxynitrite (ONOQO") [89].

L’effet anti-inflammatoire des huiles essenticlles a été également étudi€. En effet les
huiles essentielles de Carlina acanthifolia, Citrus aurantium, Cyperus esculentus et
Hedychium coronarium ont exprim¢ un effet anti-oedéme des pattes chez les rats traités par la
carageenan [90] [91], et d’autre part les huiles essentielles de Salvia albicaulis, et Salvia
dolomitic ont montré un grand pouvoir inhibiteur, in vitro, a 5-lipo-oxygénase, enzyme clé
dans I’activation et I’amplification de la réaction inflammatoire [92].

Des activités anticancéreuses des huiles essentielles ont été établit sur différentes
cellules tumorales, ainsi il a ét¢ démontré que 1’huile essentielle de Myrica gale exerce un
effet inhibiteur sur la croissance des cellules cancéreuses des poumons (Carcinoma A 549), et
du colon (adenocarcinomaDLD-1-) [93]. Dans la méme optique I’huile essenticlle
de Cymbopogon flexuosus et son composé majeur « isointermedeol » induisent 1’apoptose des
cellules cancéreuses du sang (leukemia HL 60) [94].

En plus de ces activités précédemment cités, les huiles essentielles possédent aussi
des propriétés antimicrobienne vis -a —vis des différents micro-organismes. L huile essentielle
de Thymus vulgaris, a montré une grande efficacité vis-a-vis de 8 champignons contaminants
les aliments [95] et d’autre part les huiles essentielles de Foeniculum vulgare, de Mentha
piperita, et de Thymus vulgaris exercent une excellente activité vis-a-vis des bactéries a
gram(+) et a gram (-), des levures, des champignons et des virus [96]. Par ailleurs les huiles
essentielles de Garlic, cinnamon, marjoram et thyme possédent un grand pouvoir
antimicrobien vis-a-vis de 4 bactéries pathogenes, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Bacillus ceruse et Staphylococcus aureus [97].

Sur le plan toxicologique, les huiles essentielles ont une toxicité aigue par voie orale
faible ou tres faible la majorité de celles qui sont couramment utilisées ont une DLsy comprise
entre 2 et Sg/kg (Anis, eucalyptus, girofle...etc), ou ce qui est le plus fréquent supérieure a
Sg/kg (camomille, citronnelle, lavande, vétiver...etc) [75]. Les huiles essentielles qui sont
utilisées en parfumerie peuvent se comporter en irritant des muqueuses respiratoires et
favoriser le déclenchement des crises d’asthmes pour les asthmatiques [75]. Certaines huiles
essentielles peuvent provoquer des réactions allergiques sur la peau comme les huiles
essentielle de la menthe, la listée, la mélisse, et le pin [75]. D’autre par I’exposition de
certaines huiles comme de Citrus bergamia aux rayons ultraviolets ou aux rayons du soleil

peut induire le cancer de la peau [74].
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IV- La plante Nigella sativa. L

IV-1) Description de la plante

Nigelle sativa L, communément appelée nigelle cultivée est une plante herbacée,
annuelle qui appartient a la famille « ranunculaceae », elle est connue sous différents noms
"Cumin noir" en francais "Black cumin" en anglais, "Kalonji" en Asie (Pakistan, Inde,
Afghanistan) et "Sanoud;j", "habbet es souda" et "habbet el baraka" dans presque tout les pays
arabe [98] [99]. Elle est originaire d’Asie mineure, mais elle est cultivée dans presque toute
I’ Asie, la région méditerranéenne [100] et aussi le sud de I’Europe [101].

Cette plante est caractérisée par sa tige dressée, ramifiée de 30 a 40cm d’hauteur, ses feuilles
multifides, les inférieurs pétiolées et les supérieures sessiles. Les fleurs sont petites de 2,5¢cm
de diamétre avec pétales ordinairement d’un blanc bleuté et sépales ovales acuminées au
sommet. Les fruits murs sont des capsules constituées de follicules soudés s’ouvrant par une
fente interne, renfermant de nombreuses graines noires, oblongues, anguleuse et de 3mm de

long granuleuse [98] (Figure 6).

Figure 6: Aspect morphologique de la plante Nigella sativa.L
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Les graines de la nigelle occupent une place spéciale dans le monde de la médecine
traditionnelle a cause de sa popularité et ses applications tres large , elles sont utilisées
comme additifs dans plusieurs plats, les pates, les fromages, le riz, le yaourt, les vinaigres, les
salades, le thé, le café, et sont consommées extensivement comme un épice [3]. D’autre part,
ces graines sont employées aussi traditionnellement pour le traitement et la prévention de
nombreuses maladies comme les troubles gastro-intestinales (la diarrhée, la constipation),
I’inflammation, 1’asthme, 1’hypertension, le diabéte, les brulures, la fievre et les infections [3]
[101]. Au regard de ces applications treés larges, les graines de la nigelle ont fait I’objet de
diverses études dans le but de déterminer sa composition chimique en corrélation avec les

activités pharmacologiques qui justifient son usage thérapeutique traditionnel [3].

IV-2) Phytochimie de la graine

Les travaux concernant la composition chimique des graines de la nigelle ont révélé la
richesse de ces graines en plusieurs constituants tant de métabolites secondaires que
primaires, dont la teneur varie selon les conditions géographiques et climatiques, ainsi que les
méthodes d’extraction et de caractérisation pratiquées [102] [103].

L’huile fixe varie de 24 a 39,2% du poids de la graine [102] [104], et constituée de 3
classes lipidiques, lipides neutres, glycolipides et phospholipides. Les lipides neutres
représentent 96-97 % d’huile fixe totale dont les triglycérides sont les plus abondants suivis
d’acides gras et des stérols, alors que les glycolipides sont retrouvés avec une teneur de 2,59
% des lipides totaux, et le digalactosyl glycérol et le glucocérébroside sont les composés
majoritaires de cette classe. Pour les phospholipides la phosphatidyl choline est le composé
majeur suivi de la phosphatidyl éthanol amine et la phosphatidyl sérine [104] [105] [106].

L’huile essentielle varie de 0,18 a 1,7% du poids total, elle contient 32 a 48 composants
[107] [108] dont la thymoquinone est le composant majeur (30-48%) suivi par le P-cymene,
le carvacrol, le 4-terpineol et le trans anethole respectivement [107]. Par contre une étude
concernant la nigelle Algérienne a montré que le P-cymene est le composé¢ dominant
(53,83%) suivi par la thymoquinone et I’a-thujene [109].

Les protéines et les carbohydrates représentent 20 a 26% et 32 a 40% du poids total
respectivement [102] [110]. L analyse par HPLC d’extrait acétique de la graine a révélé la
présence de plusieurs peptides et protéines dont le poids moléculaire varie de 5660 et 9602
DA [111], avec une composition en différents acides aminés, lysine, leucine isoleucine,
valine, glycine, alanine, phénylalanine, cystéine, acide glutamique , acide aspartique, proline,

serine, thréonine, tryptophane et tyrosine [3].
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L’humidité est entre 6,4 a 8,65 % du poids total, et les études ont montré la richesse
qualitative de la graine en sels minéraux dont les quels le potassium, le calcium, le
magnésium sont les plus abondants (783, 572, 253 mg/kg du poids seche de la graine
respectivement). Le phosphore, le sodium, le fer, le cuivre le zinc et le manganese sont aussi
détectés et avec des proportions différentes [103] [110].

Une étude concernant la composition de la graine en vitamines a révélé que tous les
types de vitamines E (a, B, 0, Y tocophérols) sont détectés dans I’huile fixe de la graine, le a
et le y tocophérols sont les tocophérols majoritaires représentant 284 et 225 ug /g d’huile fixe
respectivement. La provitamine A (B-caroténe) et la vitamine K; (phyloquinone) sont aussi
trouvées avec des proportions importantes (0,05 et 0,1% d’huile fixe totale) [112].

A coté des composants cités précédemment, d’autres constituants sont aussi détectés
dans les graines de la nigelle comme les polyphenoles qui sont retrouvés avec des quantités
considérables 27,8 mg équivalent d’acide gallique/g d’extrait [113], et des alcaloides comme

les nigellamines A3 ,A4, As, et la nigellamine C [114].

IV-3) Propriétés pharmacologiques de la graine

Les applications thérapeutiques traditionnelles tres vastes des graines de la nigelle ont
poussé€ de nombreux travaux pour étudier les différentes activités biologiques des différents
extraits de la graine sur divers systémes in vitro et in vivo a fin de confirmer ses propriétés
curatives.

Concernant le pouvoir antioxydant, des différents extraits de la graine ont montré des
propriétés antioxydantes dans des différents systémes. /n vitro ’huile essentielle de la graine
et de ses composés (thymoquinone, carvacrol et trans-anéthol) ont un grand pouvoir de
réduire le radical DPPH’, et d’inhiber la peroxydation lipidique et la dégradation de
déoxyribose par le radical hydroxyle [107]. L’extrait méthanolique et ses fractions (hexane,
acétate d’éthyle, et la fraction aqueuse) ont montré aussi un pouvoir antioxydant considérable
vis-a-vis du DPPH’, et dans le systéme de B-caroténe /acide linoléique [113]. D’autre part, il a
¢té ¢établi que I'huile fixe brute et ses fractions chromatographiques (Phospholipides,
glycolipides et lipides neutres) sont capables de piéger les radicaux libres DPPH’ et
galvinoxyl dans un ordre décroissant respectivement [115]. /n vivo ’huile essentielle et la
thymoquinone exercent des effets antioxydants protecteurs contre les l€sions induites par
I’ischémie /reperfusion, la toxicité de 1’éthanol sur I’estomac, et aussi la toxicité de CCLy4 sur

le foie et les globules rouges chez les rats [116-119].
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Les effets des graines de Nigella sativa sur certaines complications du diabéte
expérimental induit chez les raz ont fait aussi ’objectif de nombreux travaux. Ainsi, il a été
rapporté que I’huile essentielle administrée par voie intrapéritonéale (A raison de 50mg/kg)
abaisse de facon significative la glycémie chez les animaux normo et hyper glycémique [120].
La thymoquinone exerce aussi un effet antidiabétique via I’inhibition de la syntheése de mono-
oxyde d’azote chez les rats rendus diabétique par le streptozotocine qui provoque la
dégénération et la nécrose des cellules B du pancréas [121], et elle inhibe la gluconéogenése
hépatique qui participe aussi dans I’hyperglycémie chez les diabétiques [122]. D’autre part
I’extrait aqueux de la graine exerce un effet antidiabétique via 1’inhibition de 1’absorption
intestinale du glucose [123].

L’activit¢ anti inflammatoire de la nigelle a ¢été également étudi¢e. En effet
I’administration de I’huile fixe et la thymoquinone par voie intra-péritonéale chez les rats et
les souris respectivement avant le traitement par 1’ovalbumine par voie nasale pour induire
une allergie pulmonaire, inhibe de fagon significative la réaction inflammatoire via
I’inhibition de la production des cytokines et I'infiltration des cellules pro-inflammatoires
vers le tissu pulmonaire [124] [125]. D’autre part ’étude de Mansour et al [126] a établi que
la thymoquinone est capable d’inhiber le 5-lipoxygénase, et le leucotriéne C4 synthase, des
enzymes responsables le la synthése des médiateurs pro-inflammatoires. Par ailleurs, Les
polyphenoles de la graine exercent un effet anti-inflammatoire via I’inhibition de 1’cedéme des
pates induit par le carageenan chez les rats [127].

Des activités antitumorales des extraits ou des composés purs issus des graines de la
nigelle ont été aussi mis en évidence. L’huile essentielle présente une importante activité anti
proliférative sur le cancer du colon induit chez les rats par le 1,2 dimethyl-hydrazine [128].
Par ailleurs, une étude in vitro a révélé que I’huile essentielle, I’extrait d’acétate d’éthyle, et
I’extrait du butanol exercent un effet cytotoxique vis a vis de plusieurs cellules cancéreuses
[129]. L’extrait chloroformique, I’extrait méthanolique et I’extrait d’hexane provoquent
I’apoptose des cellules cancéreuses d’utérus et avec des ICsy tres faibles 0,41-2,28 et
2,2ng/ml respectivement [130]. En effet la thymoquinone et la thymohydroquinone ont
montré in vitro et in vivo une importante action cytotoxique sur deux lignées de cellules
tumorales humaines (Fibrosarcoma, et Squamous cell carcinoma) [131].

L’activité antimicrobienne constitue un autre volé des activités reconnues a la nigelle
et a ses différents extraits et constituants. En effet, il a été rapporté que I’huile fixe possede un

grand pouvoir inhibiteur supérieur a celui de gentamicine sur vingtaine de souches de
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Listeria monocytogene [132]. D’autre part I’huile essentielle et la thymohydroquinone
présentent une importante action vis-a-vis des bactéries a Gram+ et des levures [133]. Par
ailleurs, I’extrait a 1’éther et la thymoquinone exercent une activité inhibitrice sur huit especes
de dermatophytes [134].

A coté de ces activités pharmacologiques décrites précédemment, de nombreuses
¢tudes ont rapporté¢ d’autres effets pharmacologiques des graines de la nigelle sur divers
systemes. La thymoquinone a montré une activité anti hypertensive chez les rats rendus
hypertensifs par le L-NAME (N- nitro-L- arginine methyl esters) [135], ’huile essentielle,
I’a-pinéne et le P-cymene diminuent la pression artérielle et le nombre des battements du
ceeur chez les rats [136]. D’autre part les graines et leurs huiles fixes ont des propriétés
hypocholésterolemique et antiathérogene [137]. Sur le systéme reproductif, I’extrait aqueux
de la graine stimule la spermatogencse chez les males des rats [138] alors que pour le
systeme respiratoire, I’extrait aqueux exerce un effet antitussive chez les porcs traités par
I’acide citrique [139], et d’autre part les extraits méthanolique et dichlorométhanique exercent

un important effet broncho-dilatateur [140].
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I-Matériels et méthodes

I-1) Matériels

I-1-1) Matériel végétal

Les graines de la nigelle utilisées dans cette étude ont été récoltées durant 1’été de
I’année 2009 par un herboriste de la région de « Magra » wilaya de « M’sila » qui est
caractérisée par son climat sec et chaud dans cette saison.
Apres collecte, les graines sont stockées a 1’obscurité et a température ambiante jusqu'a

[’utilisation.

I-1-2) Produits chimiques

Les solvants utilisés (éther de pétrole, éther diéthylique, hexane, méthanol, et DMSO)
lors des différentes étapes d’extraction, caractérisation et évaluation des activités biologiques
ont été fournit par Sigma, Aldrich, et Fluka.

Les constituants (standards) d’huile essentielle de la nigelle qui sont utilisés dans cette
¢tude sont : le thymol (5-methyl-2- isopropyl phénol), et ’a-pinéne qui sont achetés du sigma
et la thymoquinone (2-isopropyl-5- methyl-p-benzoquinone), le carvacrol, le carvone et le
p-cymene qui sont achetés d’Aldrich.

Le DPPH (2 ,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl), le B-caroténe et le trichlorure d’acide
acétique proviennent de Fluka. L ’acide linoléique est obtenue de Sigma, alors que le tween20,
le Fecl; et le potassium ferricyanide [ K3Fe(CN)g | sont achetés d’ Aldrich.

Les produits utilisés pour les tests de la coagulation sont les kits du TCK et du TQ qui
proviennent de Biolabo (France), le CaCl, qui est acheté de Sigma-Aldrich et I’Héparine

lithtum Salt (178 USP unité/mg) qui provient de Sigma.
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I-2) Méthodes

I-2-1) Extraction des huiles essentielles des graines de la nigelle

L’extraction des huiles essentielles des graines de la nigelle a été effectuée selon la
méthode décrite par Bucar et al [107], qui consiste a obtenir lors d’une premicre étape les
huiles fixes a I’aide d’un solvant organique, des quelles les huiles essentielles sont extraite par

hydrodistillation dans une seconde étape.

> Extraction des huiles fixes

Au préalable, les graines sont débarrassées des débris terreux et végétaux puis broyées
a I’aide d’un broyeur électrique. Un poids donné (50 g) de ce broyat est disposé dans une
cartouche cellulosique, puis la cartouche est introduite dans 1’extracteur «soxhlet » équipé a sa
base d’un ballon contenant 500 ml d’éther de pétrole. Le solvant est porté a €bullition a 1’aide

d’un chauffe ballon pendant 3 heures (Figure7).

Figure 7 : Extraction des huiles fixes par Soxhlet
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Les huiles fixes contenues dans la phase organique sont récupérées aprés €vaporation rotative
a température de 40C° puis le rendement d’extraction est calculé par gravimétrie selon la

formule suivante

Teneur en huile fixe % (p/p) — Poids d’huile fixe obtenue x 100
Poids des graines utilisées

» Hydrodistillation des huiles fixes

Les huiles essenticlles des graines ont ¢té obtenues par entrainement a la vapeur
d’eau (hydrodistillation) d’huile fixe précédemment préparée. En parallele et a titre de
comparaison un extrait d’huile essenticlle a été ainsi préparé de la méme maniére a partir
d’une huile fixe commerciale obtenue par pression a froid (huile de graines de nigelle, El-
Baraka, Bir Khadem Alger).

Pour cela, les huiles fixes (70 g) sont placées dans le ballon contenant le 1’eau distillé, puis le
ballon est port¢é a <¢ébullition a 1’aide d’un chauff ballon pendant 4 heurs.
Les huiles essenticlles volatiles sont entrainée par un flux de vapeur d’eau qui apres
condensation sont récupérées sous forme d’une émulsion (eau + huile essentielle) avec un

débit de 3-4 ml/min (Figure 8).

Figure 8 : Le systéme d’hydrodistillation
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La récupération proprement dite des huiles essentielles est effectuée sur I’émulsion par
solubilisation a I’aide de 1’éther diéthylique.

La phase organique séparée de la phase aqueuse par décantation est récupérée puis
débarrassée des traces d’eau en utilisant le sulfate de sodium anhydre. L’élimination du
solvant organique par évaporation rotative sous vide et a température de 35C° permet
d’obtenir I’extrait des huiles essentielles dont le rendement est déterminé par gravimétrie par

rapport a I’huile fixe selon la relation ci-dessous

Poids d’huile essentielle obtenue x 100
Poids d’huile fixe traitée

Teneur en huile essentielle % (p/p) =

Cette teneur peut €tre aussi exprimée en pourcentage (p/p) par rapport aux graines.

I-2-2) Caractérisation qualitative des huiles essentielles

¢ Principe

A fin d’identifier la nature chimique des constituants d’huile essentielle des graines de

la nigelle, nous avons utilis¢ la chromatographie sur couches minces (CCM), une méthode
analytique, rapide et simple qui permet de donner une appréciation globale sur les métabolites
présents dans un extrait et de contrdler la pureté d’un composé.
Le phénomene séparatif dans cette chromatographie est basé sur ’adsorption, chaque
compos¢ de I’échantillon se déplace derriere le front du solvant selon sa vitesse qui dépend
des forces de rétention de 1’adsorbant (phase stationnaire) et d’une force d’entrainement
exercée par une phase mobile [141].

¢ Procédure expérimentale

Dans un premier temps, des couches minces a base de silice d’une épaisseur de 0,25
mm ont été préparé par étalement de 5g de silice dans 10ml de I’eau sur une plaque de
20x20cm. Aprées activation des couches durant 10 minutes a 110C° et délimitation du front
de migration (15 cm), les témoins et les échantillons sont déposés sous un faible volume (2- 4
ul). La chromatographie est alors développée dans une cuve de migration préalablement
saturée par une phase mobile constituée de trois solvants, hexane:éther diéthylique : méthanol

(40 :10 :1,5) (v/v) [142].

40



Partie expérimentale Matériels et méthodes

La visualisation des composés séparés des huiles essentielles est effectuées par révélation a
I’aide de vapeur d’iode et par pulvérisation d’une solution d’anisaldéhyde /acide sulfurique
(5 ml acide sulfurique- 0,5ml anisaldéhyde — 10 ml acide acétique et 85 ml méthanol) suivi
d’un chauffage a 100C° pendant 10 minutes pour une visualisation rapide des spots [143].
La nature des composés constituants les huiles essentielles est déterminée par la comparaison

des rapports frontaux (RF) des témoins avec les rapports frontaux des spots des échantillons.

RF = La distance parcourue par le constituant

La distance parcourue par le front de I’éluant

I-2-3) Activité antioxydante des huiles essentielles

Le pouvoir antioxydant de deux huiles essentielles et de leurs principaux constituants

a été évalué in vitro en utilisant trois tests, le test du DPPH , le test du blanchissement de f3-

carotene et le test du pouvoir réducteur.

I-2-3-1) Test du DPPH’
¢ Principe

Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical stable qui posséde un
¢électron célibataire sur I’atome d’azote, caractéris¢é par une couleur violette et un pic
d’absorption spectral maximal a 517nm. En présence d’antioxydant 1’¢lectron célibataire
devient apparié, ce qui conduit a la décoloration de DPPH du violet (forme radicalaire DPPH")

au jaune (forme réduite DPPH-H) (Figure 9).

Cette décoloration représente donc la capacité d’échantillon de piéger ce radical [144].
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Figure 9 : Structure de DPPH’ et mécanisme de sa réduction par un antioxydant [144]

¢ Procédure expérimentale

L’¢évaluation de I’activité antioxydante en utilisant ce test a été effectuée selon le
protocole décrit par Schlesier et ses collaborateurs [145].
A 50 pl des différentes concentrations d’échantillon préparées dans le DMSO, 1950 pl d’une
solution méthanolique de DPPH' préparée a une concentration de 6,08.10° M sont ajoutés.
Aprées incubation pendant 30min dans ’obscurité et a température ambiante, I’absorbance du
milieu réactionnel est mesurée a 517nm. Le contréle négatif est réalis€ en remplagant
I’échantillon par le DMSO et les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de

DPPH,, ce pourcentage est calculé selon la formule suivante.

PI (%) = (Ag—A / Ag) x100

-Ay : Absorbance de la solution du DPPH " sans 1’échantillon (contrdle négatif).

-A : Absorbance de la solution du DPPH " en présence de I’échantillon.
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I-2-3-2) Test du blanchissement de 3-caroténe
4 Principe

Ce test consiste a mesurer a 490 nm la décoloration d’une solution de B3- caroténe, qui
résulte de son oxydation par les radicaux libres produits par ’oxydation de I’acide linoléique
sous l’effet de la chaleur. La présence d’antioxydant induit un retard de la cinétique de
décoloration de cette solution, ce qui se traduit par une absorbance élevée indiquant que

I’échantillon a un grand pouvoir antioxydant [146].

¢ Procédure expérimentale

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant de deux extraits et de leurs composés essentiels
en utilisant le test du blanchissement de B-caroténe a été réalisée selon la méthode décrite par
Dapkevicius et al [147].

Dans un premier temps, au préalable, une émulsion de B-caroténe/ acide linoléique a été
préparée en mélangeant 25ul d’acide linoléique, 200mg de tween 20 et 0,5mg de B-caroténe
solubilisé dans 1ml de chloroforme, et apres I’évaporation du solvant sous faible pression et a
température de 40C°, 100ml de 1’eau saturé en oxygene est ajouté.

A 350ul d’échantillon testé préparé a une concentration de 2g/l dans le DMSO, 2,5 ml d’une
émulsion de B-caroténe / acide linoléique sont additionnés.

L’absorbance de la solution de B-caroténe est mesurée a 490 nm toutes les 20 minutes durant
2 heurs d’incubation dans un bain marri a 50C° et contre un blanc constitué de I’émulsion sans
B-caroteéne. Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition de I’oxydation de

B-caroténe selon la formule suivante.

PI (%) =(Ao—A) - (Ao-A)/ (Ag—A) x 100

AO, At : Absorbance de B-caroténe en absence d’échantillon (contréle négatif) at=0 et

t= 2 heurs respectivement.

Ay, A¢: Absorbance de B-caroténe en présence d’échantillon a t = Omin et t =2 heures

respectivement.
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I-2-3-3) Test du pouvoir réducteur
4 Principe

Le test du pouvoir réducteur consiste a évaluer 1’aptitude d’échantillon a donner un
électron convertissant le fer de la forme Fe’™ a la forme Fe** qui peut étre quantifiée par la
mesure de la formation de la couleur bleu (bleu de Pruss Fes[Fe(CN)g]3) a 700 nm. Donc

une absorbance ¢levée indique que I’échantillon posséde un grand pouvoir réducteur [148].

4 Procédure expérimentale

Ce test a été effectué selon la méthode de Prasad et al [149]; 1,25 ml d’une solution
de phosphate buffer (0,2M- PH= 6,6) et 1,25 ml de 1% de potassium ferricyanide [K;Fe(CN)
¢] sont ajoutés a 50ul des différentes concentrations des €chantillons préparés aussi dans le
DMSO. Aprés incubation 20 minutes dans un bain marie a 50C°; 1,25 ml d’une solution
aqueuse de TCA a 10% sont ajoutés au milieu réactionnel.
Apres centrifugation 10 minutes a 3000 rpm, 1,25 ml de I’eau et 250ul de 0,1% FeCl; sont
ajoutés a 1,25 ml du surnagent, puis I’absorbance est déterminée a 700nm contre un blanc
contenant tous les réactifs en absence de 1’échantillon testé.
Les résultats sont exprimés en concentration effective a 50% (CEsp) qui traduit la

concentration d’antioxydant nécessaire pour 1’obtention d’une absorbance de 0,5.
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I-2-4) Activité anticoagulante des huiles essentielles

L’activité anticoagulante de deux huiles essentielles de la nigelle et de leurs
principaux constituants a €été évaluée in vitro vis-a-vis les deux voies de la coagulation (la
voie endogéne et la voie exogene) sur un pool des plasmas normaux déplaquettés et a I’aide

de deux tests globaux et chronométriques ; le temps du chéphaline-kaolin (TCK) et temps de

Quick (TQ).

I-2-4-1) Préparation du plasma pool (standard) déplaquettés

Le plasma pool déplaquettés est un mélange de plasmas déplaquettés de 8 volontaires
sains non traités agés entre 24 a 26 ans dont les TCK et les TQ sont normaux et comparables.
Le sang de chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique sur
une solution anticoagulante de citrate de sodium a 3,2 % et a raison de 1 volume pour 9
volumes du sang.
Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 minutes a 3000 rpm pour obtenir un plasma pauvre
en plaquettes. Le mélange de ces plasmas déplaquettés (plasma standard) est conservé a

basse température (-10C°) jusqu’a son utilisation [150].

1-2-4-2) Evaluation de ’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne
¢ Principe

L’¢évaluation de l’activité anticoagulante des huiles essentielles vis-a-vis de la voie
endogene de la coagulation a été réalisée en utilisant le test du temps de céphaline-Kaolin
(TCK), un test qui permet d’explorer I’activité des facteurs plasmatiques de la voie endogene
(intrinseque) de la coagulation [66] [151].
Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 C° d’un plasma déplaquettés et citraté
mis en présence de phospholipides (la céphaline) substitut du facteur 3 plaquettaire (F3P)
d’un activateur du systéme contact (Prékalikriéne, Kininogene de haut poids moléculaire et le
facteur XII) qui est généralement le Kaolin et de calcium comme un facteur déclenchant
[151]. Un temps de coagulation allongé en présence des huiles essentielles par rapport a celui
du controle négatif indique que ces huiles exercent une activité anticoagulante vis-a-vis de

cette voie de coagulation.
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¢ Mode opératoire

L’activité anticoagulante des huiles essentielles et de leurs principaux constituants vis-
a-vis de la voie endogene de la coagulation a été évaluée selon la méthode décrite par
Athukorala et ses collaborateurs [150].

Dans un premier temps, afin de déterminer le temps d’incubation qui permet d’obtenir
une activité anticoagulante optimale, 10ul des huiles essentielles préparées dans le DMSO
avec une concentration de 0,091g/ml (dilution 1/10) sont additionnées a 90ul du plasma
pauvre en plaquettes qui est ensuite incubé a 37C° durant des temps variables (1, 5, 10 etl5
minutes). Aprés incubation, 100ul d’une solution de céphaline-Kaolin sont additionnés puis le
mélange est réincubé a 37C° pendant 3 minutes et la coagulation est alors déclenchée par
I’addition de 100ul d’une solution aqueuse de 0,025M CaCl,. Le temps de coagulation est
alors déterminé a 1’aide d’un coagulométre optique basé sur le changement de la transmission
de la lumiere depuis d’addition du calcium (déclenchement du chronomeétre) jusqu'a la
formation du caillot de fibrine (arrét du chronometre).

Apres la détermination du temps d’incubation permettant d’obtenir une activité
anticoagulante ¢élevée, le pouvoir anticoagulant des différentes concentrations des huiles
essentielles, de leurs principaux constituants préparés dans le DMSO, et d’héparine comme un
anticoagulant standard préparé dans 0,9% NaCl a été évalué dans les mémes conditions au

temps d’incubation optimal.

1-2-4-3) Evaluation de ’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne
¢ Principe

L’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene de la coagulation a été évaluée
en utilisant un test de coagulation appelé le temps de Quick (TQ) ou le taux de prothrombine
(TP) qui permet d’une exploration globale des facteurs de la voie exogene de la coagulation
(La proconvertine VII, la prothrombine II, la proaccélérine V, le facteur stuart X, et aussi le
fibrinogéne) [151]. Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37C° d’un plasma
pauvre en plaquettes en présence d’un mélange de facteur tissulaire et des phospholipides (la
thromboplastine) et de calcium. Les facteurs de la voie exogeéne donc sont activés et le temps
qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est mesuré [66] [151].

Un temps de coagulation allongé par rapport a celui du contrdle négatif explique que

I’échantillon exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de cette voie de coagulation.
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¢ Mode opératoire

L’effet des huiles essentielles de la nigelle sur la voie exogene de la coagulation a
¢té évalué selon le protocole décrit par Athukorala et ses collaborateurs [150].

Premiérement, nous avons aussi déterminé I’effet du temps d’incubation des huiles
essentielles avec le plasma sur leur pouvoir anticoagulant, pour cela 10ul des huiles
essentielles préparées dans le DMSO avec une concentration de 0,091g/ml (dilution 1/10)
sont additionnées a 90ul du plasma standard qui est ensuite incubé a 37C° durant des temps
différents (1,5, 10 et 15 minutes). Apres I’incubation, la coagulation a ét¢ déclenchée par
I’addition de 200u1 de thromboplastine préincubé a 37C° pendant 15 minutes, et le temps qui
s’écoule jusqu’a la formation du caillot fibrineux est alors mesuré automatiquement a ’aide
du coagulométre.

Apres la détermination du temps d’incubation optimal pour une meilleure inhibition de
la voie exogene de la coagulation, le pouvoir anticoagulant des différentes concentrations des
huiles essentielles, et de leurs principaux constituants a ét¢ évalué dans les mémes conditions

et au temps d’incubation optimal.

I-2-5) Analyses statistiques

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2003, et les
analyses statistiques ont été réalisées par le logiciel SPSS (version 11).
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type de trois essais (n=3)
et la normalit¢ des valeurs est testée par la méthode de Kolmogorov Smirnov.
L’ANOVA (analyse de la variance) est utilisée pour confirmer ’existence d’une activité et la
méthode de la plus petite différence significative (P.P.D.S) est utilisée pour la comparaison
entre les échantillons (les moyennes).
Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de confiance

95% (P < 0,05).
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II-Résultats et discussion

I1I-1) Extraction des huiles essentielles des graines de la nigelle

L’extraction de I’huile fixe de la nigelle Algérienne (de Magra) par soxhlet a permis
d’obtenir une huile de couleur brune (brune jaunatre) avec un rendement de 33,13% (P/P) du
poids de la graine. En comparaison avec d’autres €cotypes de la nigelle, cette teneur en huile
fixe de I’écotype Algérien est comparable a celle de la nigelle Egyptienne (34,78%) [102],
¢élevée par rapport a la nigelle Tunisienne (28,48%), et faible par rapport a la nigelle Iranienne
(40,35%) [110].

L’hydrodistillation d’huile fixe Algérienne et d’huile fixe commerciale extraite par
pression a froid (Huile d’E/-Baraka) a donné des huiles essentielles de couleur marron, d’une
forte odeur, et d’une densité égale a 0,91 g/ml avec des rendements de 0,51 et 2,2 % (P/P) du
poids d’huile fixe respectivement. Pour 1’écotype Algérien la teneur en huile essentielle
exprimée par rapport au poids de la graine est de I’ordre de 0,16 + 0,02 % (P/P).

En effet, les études concernant la teneur en huiles essentielles des graines de la nigelle
ont donné des résultats différents, par exemple 1’étude de Bucar et al [107] a révélée que la
teneur en I’huile essentielle extraite par la méme méthode est entre 0,4-0,44%, alors que
I’hydrodistillation directe de la maticre végétale a donné un rendement de 0,18%.
D’autre par la nigelle du Pologne et de Tunisie ont présenté des rendements considérables en
huiles essentielles (1,7 et 0,36% respectivement) [108] [152]. Par ailleurs I’extraction par
micro-ondes d’un écotype Algérien cultivé au Sahara a donné un rendement de 0,57% [153].

Donc d’apres ces résultats, la teneur en huile essentielle des graines de la nigelle est
tres variable, et cette variabilité peut €tre attribuée d’une part a la différence dans la procédure
d’extraction et d’autre part a ’'influence des autres facteurs comme 1’origine géographique, les
facteurs €cologiques, les pratiques agronomiques, les conditions du stockage, ...etc [102]

[152] [154].
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I1-2) Caractérisation des huiles essentielles

L’analyse qualitative des huiles essentielles de la nigelle par la chromatographie sur
couches minces a révélée que les deux échantillons ont presque la méme composition

qualitative, et contiennent un nombre considérable de constituants visibles sur les profiles

chromatographiques (figurel0).

Figure10: Chromatographie sur couches minces des huiles essentielles de la nigelle

(A) : révélation par la vapeur d’iode, (B) : révélation par une solution d’anisaldéhyde / acide sulfurique

1,2: HE de Magra a différentes concentrations ~ 3-6: thymoquinone, thymol, carvacrol, carvone

7 .8 : HE commerciale a différentes concentrations

D’aprés les rapports frontaux des principaux spots révélés des deux huiles
essentielles, et les rapports frontaux des témoins rapportés sur le tableau (2), il ressort que ces
huiles essenticlles sont constituées de thymoquinone, carvone, thymol et/ ou carvacrol.
Le thymol et le carvacrol sont des isomeéres de monoterpeénes phénoliques ayant presque le
méme rapport frontal et la méme couleur, leur distinction s’avére ambigu dans les deux

échantillons.
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Tableau 2: Rapports frontaux des spots des huiles essentielles de la nigelle et des témoins

utilisés
Révélation par la vapeur d’iode Révélation par anisaldéhyde / acide
sulfurique
Thymoquinone 0,55 0,555
Thymol 0,39 0,39
Carvacrol 0,385 0,385
Carvone 0,46 0,46
HE 0,725 -0,615-0,54 -0,37 — 0,725- 0,615- 0,54- 0,455- 0,42- 0,37- 0,305
commerciale 0,305- 0,125 0,18
HE de Magra | 0,725- 0,675- 0,615- 0,545- 0,495- 0,725- 0,615- 0 ,545- 0,44- 0,38- 0,2
0,45- 0,38- 0,305- 0,195- 0,12

Les chromatogrammes des huiles essentielles étudi€¢s indiquent que la thymoquinone
est le constituant majeur de I’huile essentielle commerciale, et constitue une part importante
dans I’huile essentielle de Magra au regard de I’aire du spot correspondant. Par ailleurs il
semble que I’huile essentielle de Magra est caractérisée par un autre constituant majeur non
identifié, dont le rapport frontal est situé¢ au dessus de la thymoquinone. Ce composé peut étre
da a la dimérisation de thymoquinone, la dithymoquinone, sous I’effet du traitement de ces
huiles par la chaleur. En effet, il a ét¢ démontré que le taux de dithymoquinone dans I’huile
fixe de la nigelle extraite par pression a froid est tres négligeable et que les traitements par la
chaleur (lors de I’extraction ou I’exposition a la lumiere) sont a I’origine de taux élevé de
dithymoquinone [155]. A la lumiére des résultats obtenus concernant la composition d’huile
essentielle de la nigelle il ressort que ces huiles essentielles contiennent dans des proportions
différentes la thymoquinone, carvone, thymol et/ ou carvacrol.

Ces résultats sont similaires aux résultats obtenus par diverses €tudes réalisées sur
différentes variétés de la nigelle. L’étude de Bucar et al [107] a rapporté que la thymoquinone
est le constituant majeur dans la composition d’huile essentielle de plusieurs variétés, elle
représente 27,8 a 57% d’huile essentielle totale, le carvacrol représente aussi un pourcentage
important dans la composition d’huile essentielle (7-11%) et le thymol et le carvone sont aussi

détectés dans ces huiles essentielles. D’autre par le thymol a été trouvé dans I’huile essentielle
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de la nigelle Tunisienne avec une quantité considérable (5,34%) [152], et le carvone est I'un
des 3 constituants majeurs dans la composition d’huile essentielle de la nigelle Iranienne (4%)
[156]. Par ailleurs I’analyse par CPG/SM d’huile essentielle de la nigelle Algérienne cultivée
au Sahara a montré que la thymoquinone, thymol, carvacrol et le carvone représentent les

principaux constituants de cette huile [153].

I1-3) Activité antioxydante des huiles essentielles

I1-3-1) Test du DPPH’

Les méthodes utilisés pour évaluer la capacité antioxydante des extraits végétaux sont
tres diverses parmi les quelles la méthode du DPPH’ ,une méthode simple, rapide et largement
utilisée. L’activité antioxydante des huiles essentielles de la nigelle et de certains de leurs
principaux constituants (thymol, carvacrol, thymoquinone, carvone, a-pinéne et P-cymene) se
manifeste via le changement de la couleur de DPPH™ entre 1’état oxydée (forme violette) et
I’état réduit (forme jaune), ce qui permet de quantifier le pourcentage d’inhibition de ce
radical en mesurant les variations de I’absorbance aux différentes concentrations utilisées
(figure 11). Pour évaluer le pouvoir de ces ¢échantillons de piéger le radical DPPH' nous
avons déterminé la concentration inhibitrice a 50% (Clsp) en utilisant le mod¢ele logistique

selon la relation suivante [Log (Y/100-Y)=F (Log X) (Figurel2).

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que les huiles essentielles ainsi que le
thymol et le carvacrol exercent une activité antioxydante importante et dose dépendante
alors que la thymoquinone, le carvone (monoterpenes cétoniques), I’a-pinéne et le P-cymene
(monoterpenes aliphatiques) n’exercent aucun effet piégeur vis-a-vis du DPPH" dans les
concentrations utilisées. En effet, au dose élevée de 1000nug/ml, la thymoquinone inhibe
presque 16% de DPPH', le carvone et I’a-pineéne inhibent 8 et 2,47% respectivement, alors

que lactivité antiradicalaire de P-cymene dans cette concentration est nulle.
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L’huile essentielle de la nigelle Algérienne ainsi que I’huile commerciale exercent une
activité antiradicalaire assez substantielle avec des Clsop de D'ordre de 88,65+0,64 et
88,01+1,26 pg/ml respectivement. En comparaison a 1’activité de ’antioxydant standard, le
BHT (Clsp de 29,14 #+0,52 pug/ml), ces huiles sont trois fois moins actives.
Les travaux concernant I’évaluation de la capacité d’huile essentielle de la nigelle de piéger
le radical DPPH’ ont donn¢ des résultats différents varient d’un écotype a un autre. L’étude de
Bucar et al [107] a révélé que I'huile essentielle de la nigelle Australienne est capable de
pié¢ger le radical DPPH" avec une Clsy de 'ordre de 460ug/ml, alors que la variété¢ de la
Turquie a présenté une Clso de 515 pg/ml. Par ailleurs Bourgou et ses collaborateurs [152]
ont établi que I’huile essentielle de la nigelle Tunisienne exerce un puissant effet
antiradicalaire avec une Clso de 14 pg/ml. Cette différence dans la Clsg peut étre attribuée a
la différence dans la concentration de DPPH" utilisée dans le test d’une part [157] et d’autre
part a I'influence des autres facteurs qui peuvent affecter la composition chimique et par
conséquence la capacité¢ antioxydante de 1’échantillon, comme la variété des graines, les
conditions de la croissance de la plante, les conditions du stockage des graines et d’huile et
les méthodes d’extraction pratiquées [155].

En effet, il a été démontré que les constituants responsables de I’activité antioxydante
des huiles essentielles sont généralement des composés oxygénés comme les phénols, les
alcools et les cétones [152]. Le présent travail a révélé que les deux monoterpenes
phénoliques, thymol et carvacrol sont les plus actifs que les autres composés testés. Ces
composés ont démontré un puissant effet piégeur vis a vis du DPPH" avec des Cls
comparables de l'ordre de 220,214+4,5 et 222,97+3,77 pg/ml respectivement. De méme
I’¢tude réalisée par Mastelic et al [158] a montré que ces deux composés phénoliques
possedent une capacité antiradicalaire importante avec des Clso de 'ordre de 269 et 267 pg/ml
respectivement et d’autre part Tepe et ses collaborateurs [159] ont prouvé que le thymol est
capable de piéger significativement le radical DPPH" et avec une Cls de ’ordre de 162 pg/ml.
Une autre recherche a révélé aussi que le thymol et leur isomere, le carvacrol sont les
principaux constituants responsables de 1’activité antioxydante d’huile essentielle d’Origanum
vulgare, et que sont des puissants agents pi¢geur du DPPH"[160].

Concernant la thymoquinone, leur pouvoir de piéger le radical DPPH" est trés faible,
ceci est confirmé par la bibliographie. Une étude récente a réveéle que ce composé exerce un
faible effet vis-a-vis du DPPH" [161], et d’autre part Badary et ses collaborateurs [162] ont

¢tabli que la thymoquinone n’est pas capable de piéger le radical DPPH" mais elle a un grand
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pouvoir de scavenger 1’anion superoxyde [162].

Les deux monoterpenes aliphatiques testés, ’a-pinéne et le P-cymene ne possedent
pas des propriétés antiradicalaire, et I’étude de Kulisic et al [159] a révélé aussi que le P-
cymene n’est pas actif vis-a-vis du DPPH’, et d’autre part la fraction des composés oxygénés
d’huile essentielle de /’Origanum vulgare L a montré une excellente activité dans le systéme
de DPPH’, mais la fraction des hydrocarbures ne posséde pas des propriétés antiradicalaire
[159].

Globalement, d’apres les résultats de ce test, il est évide que 1’huile essentielle de la
nigelle possede des propriétés antiradicalaire assez substantielles, et que cette activité est
significativement (P<0,01) plus ¢élevée a celle de deux composés phénoliques caractéristiques
de cette huile (thymol et carvacrol), ce qui permet de dire qu’il y’a des autres constituants non
phénoliques exercent un effet synergique responsable d’un grand pouvoir antiradicalaire. Ceci
est confirmé par les résultats de Hinneburg et ses collaborateurs [163] qui ont prouvé que pas
de corrélation entre le taux des phénols et I’effet scavenger vis-a-vis du DPPH" de neuf huiles

essentielles des différentes herbes et épices.

I1-3-2) Test du blanchissement de B- caroténe

Le test du blanchissement de B-caroténe permet d’évaluer I’aptitude d’un échantillon
donné d’inhiber la peroxydation lipidique in vitro [164], ou I’oxydation d’acide linoléique
génere des radicaux libres qui vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement insaturé, ce
qui conduit a la disparition de sa couleur orangée. Cependant la présence d’un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir
I’oxydation et le blanchissement de B-carotene [165] [160].

La cinétique du blanchissement de B-caroténe en présence et absence des huiles essentielles
et de certains de leurs principaux constituants, et les % d’inhibition de la peroxydation

lipidique sont présentés dans les Figures (13) et (14) respectivement.
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Les résultats de ce test et les analyses statistiques montrent que les absorbances de
I’émulsion de B-caroténe/acide linoléique en présence des huiles essentielles avec une
concentration de 2 g/l sont significativement (P<0,01) plus élevées a celles du controle
négatif. Au temps 0, ’absorbance de la solution du B-caroténe en absence des huiles
essentielles (controle négatif) est de 0,75+ 0,0042. Cette absorbance diminue apres 2 heurs
d’incubation jusqu’a 0,18+ 0,014, alors qu’ en présence des huiles essentielles Algérienne et
commerciale, les absorbances diminuent de 0,767+ 0,014 et 0,769+ 0,0007 jusqu’au 0,52+
0,009 et 0,579+0,012 respectivement, ce qui confirme alors que les deux huiles essentielles
ont un pouvoir substantiel d’inhiber I’oxydation couplée de B-caroténe/acide linoléique et
avec des pourcentages de 56,13 + 0,61 et 66,72 + 1,4 % respectivement.

Cette activité reste significativement inférieure a celle de BHT qui a donné un
pourcentage d’inhibition de 87,4+ 2,34% avec une absorbance de 0,8+ 0,0014 au temps 0 et
0,71£ 0,012 apres 2 heurs.

Le thymol et le carvacrol ont révélé aussi une capacité considérable et comparable a
celle des huiles essentielles d’inhiber le blanchissement de B-caroténe avec des pourcentages
de 58,4 £ 2,01 et 66,64 + 0,61 % respectivement. Par ailleurs le carvone, ’a-pinéne et le P-
cymene exercent une faible activité antioxydante (les pourcentages d’inhibition sont compris
entre 23 et 32%), alors que la thymoquinone n’exerce aucun effet inhibiteur, les absorbances
sont trés proche a celles du contrdle négatif.

Ces résultats sont confirmés par plusieurs études in vitro et in vivo. En effet, in vitro,
I’é¢tude de Bucar et al [107] a révélé que I'huile essentielle de la nigelle possede un grand
pouvoir d’inhiber la péroxydation des phospholipides du cerveau bovin. Une concentration
de 0,0011pg/ml inhibe presque 50% de dommage lipidique. D’autre par Singh et ses
collaborateurs [166] ont prouvé que ces huiles volatiles sont capables d’inhiber
significativement la péroxydation d’huile de Colza et d’acide linoléique avec un pouvoir
comparable a celui de deux antioxydants synthétiques le BHA et le BHT.

In vivo, chez les rats, ’administration de 1’huile essentielle de la nigelle par gavage et
a dose de 10 ml /Kg inhibe de fagon significative la peroxydation lipidique induite par
I’éthanol, en diminuant le taux de malonatedialdehyde, marqueur de la péroxydation lipidique
[117]. D’autre part I’étude de Kanter et al [118] a établi qu'un taux ¢levé de malonate
dialdehyde MDA (6,49+ 0,66 nmol/ml) est observé dans le plasma des rats traités par le
cadmium et que ’administration de I’huile essentielle de la nigelle par voie intrapéritoniale

et a raison de 0,2 ml/Kg abaisse de facon significative le taux de MDA (4,79+ 0,56 nmol/ml).
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Concernant le thymol et le carvacrol, Radonic et ses collaborateurs [167] ont prouvé

que ces deux monoterpénes phénoliques exercent un puissant effet inhibiteur de 1’oxydation
couplée de B-caroténe/acide linoléique et avec un pouvoir 1,5 fois inférieur a celui de 1'a-
tocophérol, et 2 fois inférieur a celui de BHT. D’autre part il a été rapporté que le thymol
prévient le blanchissement de B-caroténe avec un pourcentage de 56,7% [159].
Des travaux concernant les huiles essentielles de Saturja montana et d’Origanum vulgare
ont révélé que la fraction phénolique constituée de thymol et carvacrol et la fraction des
composés oxygénés de ces huiles essentielles ont un grand pouvoir d’inhiber I’oxydation de
B-carotene, alors que I’effet da la fraction des hydrocarbures est tres faible [160] [167].

Par ailleurs Tepe et al [159] attestent que le P-cymene exerce une faible activité
antioxydante dans ce systeéme, et d’autre part, une ¢tude in vivo a rapporté que ’a-pinene et le
P-cymene exercent une faible activité inhibitrice de la péroxydation lipidique induite chez les

souris par le tétrachlorure de carbone (CCL4) [168].

I1-3-3) Test du pouvoir réducteur

L’aptitude d’un échantillon de donner un électron refleéte leur pouvoir antioxydant, et
la réduction de Fe'* est un indicateur de la capacité de I’échantillon de donner un électron
[169]. Dans ce test le pouvoir antioxydant des huiles essentielles de la nigelle et de leurs
principaux constituants se manifeste via le changement de la couleur du milieu réactionnel de
jaune au bleu, un changement qui est due a la réduction de (Fe’) a la forme (Fe’) qui est
quantifiée par la mesure de 1’absorbance de la couleur bleu formée aux différentes
concentrations utilisées (Figure 15) .

Le pouvoir réducteur de ces échantillons est exprimé par la concentration effective a 50%
(CEsp), une concentration permet d’obtenir une absorbance de 0,5 et qui est calculée par le
modele logarithmique selon cette formule LogY=F(LogX) (Figurel6).

Les résultats obtenus et les analyses statistiques montrent que les deux huiles
essentielles, le thymol et le carvacrol exercent une activité réductrice importante et dose
dépendante (Figure 15). Cette activité reste inférieure a celle de BHT qui a présenté une
CEsp de 9,75 £ 0,15ug/ml. Par ailleurs les autres composés testés (thymoquinone, carvone, a-
pinene, et p-cymene) n’exercent aucun effet réducteur dans les concentrations utilisées (150 a

600pg/ml).
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Pas de différence significative entre le pouvoir réducteur d’huile essentielle
Algérienne et d’huile essentielle commerciale, les CEsy sont de 1’ordre de 132,56+1,72 et
133,3741,27 pg/ml respectivement.

Le thymol et le carvacrol ont révélé une activité antioxydante significativement
(P<0,05) plus élevée a celle des huiles essentielles, les CEsy sont de ’ordre de 77,85+1,7 et
90,4+1,78 pg/ml respectivement. Ce ci confirme les résultats obtenus par Hinneburg et ses
collaborateurs [163] qui misent en évidence que la réduction de Fe’™ est corrélée avec le taux
phénolique du matériel testé. D’autre part il a ét€é démontré dans une étude réalisée sur les
huiles essentielles des différentes variétés de Thymus que les huiles riches en thymol et
carvacrol ont un pouvoir réducteur plus élevé que celui des huiles pauvres en ces deux
phénols [170].

En effet, une seule étude a été réalisée pour évaluer le pouvoir réducteur des huiles
essentielles de la nigelle, cette étude a révélé que ces huiles possedent un pouvoir réducteur

considérable [166].

Globalement, les résultats de I’activité antioxydante des huiles essentielles des graines
de la nigelle Algérienne et d’huile commerciale évaluée par ces différents tests indiquent que
ces huiles essentielles possedent des propriétés antioxydantes substantielles.

Cette activité semble €tre attribuée aux composés phénoliques particulierement le thymol et le
carvacrol qui possedent un groupement * hydroxyle- OH* a une grande aptitude de donner
un hydrogene [169] [170]. D’autre composés tell que les alcools (linalool, 1,2-cineol), les
cétones (menthone, isomenthone), les aldéhydes (neral, geranial, citronellal), les éthers et les
hydrocarbures (o-terpinéne, y-terpinéne et a-terpinolene) peuvent contribuer a Dactivité
antioxydante des huiles essentielles en agissant par synergisme [86].

Les travaux futurs doivent établir I’effet additif des différents composés chimiques a travers
’utilisation d’autre composés en combinaison entre eux ou mixés a I’huile essentielle et aussi

réaliser un fractionnement de I’huile pour déterminer les fractions les plus actives.
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I1-4) Activité anticoagulante des huiles essentielles

Le pouvoir anticoagulant des huiles essentielles de la nigelle et de leurs principaux
constituants a été évalué in vitro vis-a-vis de la voie endogene et la voie exogene de la

coagulation a I’aide de deux tests chronométriques, le TCK et le TQ respectivement.

I1-4-1) Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne

L’¢évaluation de la capacité anticoagulante des huiles essentielles vis-a-vis de la voie
endogene de la coagulation a été réalisée a I’aide du test de temps de céphaline-Kaolin (TCK).
Dans ce test, cette voie de coagulation est activée par le contact entre le facteur XII et la
surface ¢électronégative de I’activateur qui est le kaolin (substitut du collagene et de tissu
conjonctif in vivo). Cette interaction induit I’activation du facteur XII et par conséquence
I’activation séquentielle des facteurs XI, IX, X et la thrombine (facteur I1) [171].

Un temps de coagulation allongé par rapport au contrdle négatif ou 1’échantillon est remplacé
par le DMSO traduit une activité anticoagulante du matériel teste.

Dans une premicre €tape nous avons déterminé I’effet du temps d’incubation des
huiles essentielles avec le plasma sur le TCK, et d’apres les résultats obtenus, il ressort que
les deux huiles essentielles, Algérienne et commerciale sont capables d’allonger
significativement (P<0,01) le TCK et de maniére temps dépendante en comparaison avec le
controle négatif dont le temps de coagulation n’est pas modifi¢ durant les différents temps
d’incubation (Figure 17).

En effet, ’incubation des huiles essentielles commerciale et de Magra avec le plasma
pendant 1 minute et avec une concentration de 9,Img/ml (10ul/ml) allonge le TCK a
57,85+1,06 et 55,85+1,62 secondes respectivement. Une incubation de 5 minutes a permis
d’allonger le temps de coagulation presque 1,8 fois plus (78 Sec) que le controle négatit (44,2
Sec), alors que I’incubation durant 10 minutes allonge le TCK a 106,15+2,75 et 93,65+1,63
secondes en présence d’huiles essentielles commerciale et Algérienne respectivement. Par
ailleurs, une incubation de 15 minutes allonge le TCK presque 3 fois plus que le controle

négatif (128,033 / 132,56 Sec).
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Figure 17: Effet du temps d’incubation des huiles essentielles avec le plasma sur le TCK

A la lumiére des résultats obtenus, il apparait clairement que les huiles essentielles de la
nigelle exercent une activité anticoagulante positivement corrélée avec le temps d’incubation
et que I’incubation de 15 minutes est temps préférable pour obtenir une grande activité
anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene de la coagulation.

Lors de la deuxiéme étape, le pouvoir anticoagulant des différentes concentrations des
huiles essentielles et de leurs principaux constituants vis-a-vis de la voie endogéne de la
coagulation a été évalué au temps d’incubation optimal (15 minutes) et les résultats obtenus
ont réveélé que ces huiles exercent une activité anticoagulante dose dépendante (Tableau 3).
En effet, les analyses statistiques montrent que pas de différence significative entre le controle
négatif (44,2 Sec) et le plasma standard (32,36 Sec) ce qui confirme que I’effet de DMSO sur
la coagulation est négligeable, alors qu’en présence des huiles essentielles 1’allongement du
TCK est significatif et augmente au fur et a mesure que la concentration des huiles

essentielles augmente dans le milieu réactionnel.
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Tableau 3: Effet de la concentration des huiles essentielles sur le TCK

L’échantillon La concentration Le TCK
dans le plasma (secondes)
(mg/ml)
Plasma standard - 32,36 £ 0,45
Controle (-) B 6
- . 9,1 128,033 £2,8
L’huile essentielle 4,55 89,55 + 1,77
Commerciale 2,275 68,16 £+ 3,18
1,137 58,15 £0,21
- . 9,1 132,56 +£0,92
L’huile essentielle de 4,55 04.46 + 1.6
Magra 2,275 69,86 +2,01
1,137 60,33 £ 1,66
0,83 148.,9 + 1,46
Héparine (ug/ml) 0,625 114,83 + 1,41
0,5 66,5 + 0,92
0,25 32,55+ 1,34

Aux faibles concentrations (1,13 et 2,27 mg/ml) le TCK varie entre 58 et 69 secondes
pour les deux huiles essentielles. Cet allongement refléte une activité anticoagulante presque
équivalente a celle de 0,5ug d’héparine/ml. A la concentration de 4,55mg/ml, le temps de
coagulation est allongé presque 2 (89,55 Sec) et 2,14 (94,46 Sec) fois plus que le controle
négatif en présence des huiles essentielles commerciale et Algérienne respectivement.
Alors qu’une concentration de 9,1 mg/ml est capable d’allonger le TCK presque 3 fois plus
que le contréle négatif, le TCK est de I'ordre de 132,56 secondes en présence d’huile
essentielle de Magra et 128,033 secondes en présence d’huile essentielle commerciale.
D’apres ces résultats, statistiquement pas de différence significative (p<0,01) entre le pouvoir
anticoagulant d’huile essentielle commerciale et d’huile essentielle de Magra vis-a-vis de la

voie endogene de la coagulation, mais ce pouvoir reste inférieur a celui d’héparine, un
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puissant médicament anticoagulant qui vise particulicrement la voie endogene de la
coagulation.

L’¢étude de l’effet des principaux constituants d’huile essentielle de la nigelle sur la
voie endogeéne de la coagulation a révélé que les deux monoterpenes phénoliques (thymol et
carvacrol) et les deux monoterpenes cétoniques (thymoquinone et coarvone) ont un grand
pouvoir d’allonger le TCK et de fagon dose dépendante, alors que les deux monoterpenes

aliphatiques ’a-pineéne et le p-cymene n’exercent aucun effet inhibiteur (Figure 18).
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En effet, la thymoquinone a présenté une activité¢ anticoagulante élevée que celle des
autres composes testés, elle est capable d’allonger le TCK a 93+1,55 et 74,35+3,6 secondes
aux concentrations de 2,5 et 1,25 mg/ml du plasma respectivement.

Pas de différence significative (p<0,01) entre les deux monoterpenes phénoliques
(thymol et carvacrol) qui exercent aussi un effet anticoagulant substantiel. A la concentration
de 2,5 mg/ml du plasma ils sont capables d’allonger le TCK a 85,1£2,9 et 85,543,1 secondes
respectivement. Alors que la concentration de 1,25mg/ml allonge le TCK a 56,1+0,7 et
57,033+ 1,41 secondes respectivement.

Le carvone a montré une activité inhibitrice moyenne, significative et inférieure a celle
de thymoquinone, thymol et carvacrol, a la concentration de 2,5 mg/ml il allonge le temps de
coagulation 1,5 fois (66,7+1,55 Sec) plus que le contrdle négatif.

L’allongement du TCK en présence des huiles essentielles de la nigelle indique que
ces métabolites sont capables d’inhiber les facteurs de la voie endogene et /ou les facteurs
communs entre la voie endogene et la voie exogeéne de la coagulation [172] [173].

Cette activité semble éEtre attribuée aux constituants qui possedent des groupements
fonctionnels comme les cétones et les phénols.

La plupart des études concernant la recherche des anticoagulants naturels sont

Figure 18: Effet des principaux constituants d’huile essentielle de la nigelle sur le TCK

focalisées particulicrement sur les polysaccharides extraits des algues alors que les travaux sur
I’activité anticoagulante des huiles essentielles sont trés limités, et jusqu’a présent aucune
recherche n’a été réalisée in vitro pour évaluer le pouvoir anticoagulant de ces métabolites,
mais in vivo certains travaux ont montré que les huiles essentielles sont capables d’inhiber la
formation des thromboses via leurs activités antiaggrégante et anticoagulante. Par exemple
I’¢tude de Ballabeni et ses collaborateurs a révelé que ’huile essentielle de «Ocotea quixos »
a un grand pouvoir d’inhiber la formation des thromboses induites par le collagene-
epinephrine chez les souris [174], et d’autre part Tognolini et al ont confirmé que I’huile
essentielle de «Foeniculum vulgare » et leur composé majoritaire 1’anéthol sont capables de

diminuer la surface du caillot fibrineux dans un plasma activé par la thrombine [175].
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I1-4-2) Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne

Le temps de Quick (TQ) ou le taux de prothrombine (TP) est le test qui permet
d’explorer globalement la voie exogeéne de la coagulation ou le facteur tissulaire est le
déclencheur de cette voie [176]. Le TQ normal est compris entre 12 et 14 secondes selon les
réactifs utilisés [151] et un allongement par rapport au controle négatif traduit une activité
anticoagulante du matériel testé vis-a-vis de la voie exogeéne de la coagulation.

Dans un premier temps, les huiles essentielles de la nigelle sont incubées avec le
plasma durant différents temps a fin de déterminer le temps d’incubation optimal pour obtenir
une activité anticoagulante élevée et les résultats obtenus ont révélé que le temps d’incubation
des huiles essentielles avec le plasma influe significativement (P<0,05) sur leur pouvoir

anticoagulant (Figure 19).
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Figure 19 : Effet du temps d’incubation des huiles essentielles avec le plasma sur le TQ
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En effet, I’incubation du controle négatif durant les différents temps (1, 5,10 et 15
minutes) n’influe pas sur le temps de coagulation alors qu’en présence des huiles
I’allongement du TQ est significatif et temps dépendant (Figure 19).

L’incubation pendant 15 minutes est le temps qui a permis d’obtenir une activité
anticoagulante significative et élevée que celle d’incubation 1 minute, Sminutes et 10minutes,
elle est capable d’allonger le TQ presque 1,5 (24,37 Sec) et 1,45 (23,57 Sec) fois plus que le
controle négatif (16,2 Sec) en présence d’huile essentielle commerciale et d’huile essentielle
de Magra respectivement.

Pas de différence significative entre I’incubation 1 et 5 minutes, le temps de
coagulation est entre 18 et 19 secondes pour les deux huiles. Alors qu'une incubation de 10
minutes allonge le TQ a 19,3 et 21,13 secondes en présence d’huile essentielle commerciale et
d’huile essentielle de Magra respectivement.

Lors de la deuxiéme étape, le pouvoir anticoagulant des différentes concentrations des
huiles essentielles et de leurs principaux constituants a été évalué au temps d’incubation
optimal (15 minutes) préalablement établi.

D’apres les résultats obtenus, il ressort que les deux huiles essentielles sont capables

d’allonger de maniere significative (P<0,001) et dose dépendante le TQ (Tableau 4).

Tableau 4: Effet de la concentration des huiles essentielles sur le TQ

L’échantillon La concentration dans le Le TQ
plasma (mg/ml) (secondes)
Plasma standard - 12,43+ 0,057
Controle (-) - 16,2+ 0,46
9,1 24,37+ 0,45
L’huile esse_ntlelle 4,55 23,47+ 1.25
commerciale
2,275 19,95+ 0,5
1,137 18,1+ 0,28
9,1 23,57+ 0,89
L’huile essentielle de 4,55 22,067+ 0.4
Magra
2,275 19,95+ 0,07
1,137 18,2+ 0,28
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En effet, a la faible concentration des huiles essentielles (1,137mg/ml) le TQ est
légerement allongé (18 Sec) par rapport au controle négatif (16,2 Sec), par contre a la
concentration €levée de 9,1mg/ml le TQ est allongeé a 24,37 et 23,57 secondes pour les huiles
essentielles commerciale et de Magra respectivement.

D’apres ces résultats et les analyses statistiques, il est évide que les deux huiles
essentielles exercent aussi une activité anticoagulante significative et dose dépendante vis-a-
vis de la voie exogéne de la coagulation et avec un pouvoir identique. Ce pouvoir
anticoagulant reste faible par rapport a celui vis-a-vis de la voie endogene de la coagulation
ou une concentration de 9,1mg/ml du plasma allonge le TCK presque 3 fois plus que le
contrdle négatif, alors que seulement un allongement de 1,5 fois plus que le controle négatif
est observé vis-a-vis du TQ dans cette concentration des huiles essentielles.

L’¢tude de I’effet des principaux constituants d’huile essentielle de la nigelle sur la
voie exogene de la coagulation a révélé que les monoterpénes phénoliques « thymol et
carvacrol» et les monoterpénes cétoniques «thymoquinone et carvone » sont capables
d’allonger significativement le temps de Quick et de fagon concentration dépendante, alors
que les deux monoterpenes aliphatiques « a-pinéne et p-cymene » n’exercent aucun effet
inhibiteur (Figure 20).

En effet, le thymol et le carvacrol ont présenté une capacité anticoagulante élevée que
celle des autres constituants, a la concentration de 5 mg/ml du plasma ils sont capables
d’allonger le TQ 2 (32,5+1,3 Sec) et 2,33 fois (37,8+1,5 Sec) plus que le controle négatif
respectivement. Alors que la concentration de 2,5 mg/ml allonge le temps de coagulation a
26,3+ 0,98 et 27,95+ 1,34 secondes respectivement.

La thymoquinone et le carvone sont aussi capables d’allonger significativement
(p<0,05) le TQ et avec un pouvoir identique, le temps de coagulation a la concentration de 5
mg/ml est de 'ordre de 22,3+1,4 et 22,35+0,63 secondes respectivement, alors que a la
concentration de 2,5 mg/ml le temps de coagulation est de ’ordre de 19,8+0,42 et 20,35+0,5
secondes respectivement.

Par ailleurs pas de différence significative entre le temps de coagulation du contrdle
négatif (16,2 Sec) et de I'a-pinéne (18,9 Sec) et le p-cymene (18 Sec), ce qui confirme donc

que ces monoterpénes aliphatiques n’exercent aucun effet anticoagulant.
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Figure 20: Effet des principaux constituants d’huile essentielle de la nigelle sur le TQ

Globalement, 1’évaluation de la capacité anticoagulante des huiles essentielles de la
nigelle établi par les deux tests chronométriques d’exploration de la coagulation, le TCK et le
TQ démontre que ces huiles essentielles exercent une activité anticoagulante importante vis-a-
vis des deux voies de la coagulation, mais cette activité est plus marquée vis-a-vis de la voie
endogene que vis-a-vis de la voie exogene de la coagulation et que les constituants qui
possedent des groupements fonctionnels, particulierement les monoterpénes phénoliques et
les monoterpénes cétoniques peuvent étre les composés responsables de cette activité

anticoagulante.
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de la valorisation des huiles essentielles des graines de la nigelle a
travers I’étude de leurs effets préventifs contre le stress oxydant et les complications cliniques
des maladies thrombotiques, nous avons préparé par hydrodistillation ces huiles a partir des
graines de la nigelle cultivée dans la région de Magra (M’sila) et aussi a partir d’une huile
fixe commerciale (E1 —Baraka).

La teneur en huiles essentielles obtenue a partir des graines la nigelle et de ’huile
commerciale est de ’ordre de 0,51% et 2,2% (p/p) du poids d’huile fixe respectivement.
L’analyse qualitative de ces deux huiles par CCM a révélé la présence de nombreux
constituants parmi lesquels la thymoquinone, le carvone, le thymol, et/ou le carvacrol.

L’¢évaluation de la capacité antioxydante de ces huiles en utilisant le test du DPPH" a
permis d’établir que ces extraits possedent un grand pouvoir de piéger ce radical avec des Clsg
de l’ordre de 88,65 et 88,01 nug/ml pour les huiles Algérienne et commerciale respectivement.
Cette activité est confirmée, par ailleurs, a travers ’inhibition de la peroxydation lipidique
dans le systéme de B-caroténe/ acide linol€ique dont les pourcentages d’inhibition ont été
estimés a 56,13% et 66,72% pour les deux huiles respectivement. Le pouvoir réducteur de
ces huiles a permis, d’autre part, de montrer une capacité antioxydante appréciable avec des
CEsp de l'ordre de 132,56 pg/ml pour I'huile de Magra et 133,37 pug/ml pour I’huile
commerciale.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des principaux constituants de cette huile a
montré que le thymol et le carvacrol (monoterpénes phénoliques) sont plus actifs que les
monoterpenes c€toniques (la thymoquinone et le carvone) et hydrocarbonés (1’a-pinéne et le
p-cyméne). D’une manicere générale les huiles essentielles de la nigelle posseédent des
propriétés antioxydantes remarquables et cette activité n’est pas attribuée seulement aux
composé€s phénoliques, mais aussi a I’effet synergique des composés non phénoliques.

L’¢tude de I’effet des huiles essentielles sur I’allongement du temps de coagulation
des deux voies a permis d’établir ou d’asseoir que ces métabolites exercent une activité
anticoagulante plus significative sur la voie endogene que sur la voie exogene. En effet, les
huiles essentielles a la concentration de 9,1mg/ml sont capables d’allonger trois fois plus le
TCK et 1,5 fois plus le TQ par rapport au controle négatif. Parmi les divers constituants de

ces huiles, il semble que la thymoquinone est le composé qui exerce un grand
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effet anticoagulant vis a vis de la voie endogene de la coagulation alors que le thymol et le
carvacrol sont les plus actifs vis-a-vis de la voie exogene.

A la lumiere de ces résultats, il ressort que les huiles essentielles des graines de la
nigelle peuvent étre utilisées pour la prévention des Iésions induites par le stress oxydant, et
comme antioxydants naturels dans les industries alimentaires, cosmétiques et
pharmaceutiques. Dans les complications cliniques des maladies thrombotiques, ces huiles
essentielles peuvent €tre utilisées comme anticoagulants dans les thromboses veineuses ou en

association a des antiagrégants dans les thromboses artérielles.

Ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaires
approfondies a différents niveaux de 1’approche a travers une caractérisation fine et poussée
de ces huiles essentielles par d’autre techniques telles que la CPG/SM ou ’'HPLC/SM afin
d’établir une relation structure activité. Les activités antioxydante et anticoagulante doivent
étre évaluées dans d’autres systemes in vitro (cellulaires et enzymatiques) comme in vivo afin

de mieux cerner les interactions moléculaires de ces huiles vis-a-vis de leurs cibles.
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