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Résumé

L’objectif de ce travail est I'étudié I'effet protecteur de I’Aristolochia longa, le zinc et les
nanoparticules de zinc contre la variation des parametres biochimiques et de stress oxydatif
chez des rattes exposées de facon aigue au nickel. Il s’agit d’une étude expérimentale menée
au laboratoire sur 25 rattes femelles de la souche wistar répartis en cinqg lots de cinq rattes
chacun dont le premier lot sert de témoin, le second lot est contaminé par le nickel (20mg/kg),
le troisieme lot est contaminé par le nickel et traité par zinc nanoparticule, le quatrieme lot est
contaminé par le nickel et traité par I’A. longa, le cinquiéme lot est contaminé par le nickel et
traité par le zinc pendant 20 jours. Des parametres biochimiques et de stress oxydatif ont été
analysé sur les rattes des différents groupes traités pour évaluer ’efficacité de différent
systémes thérapeutiques. A partir de 1’analyse de nos résultats, on observe une diminution
considérable de poids corporelle des rattes contaminées par le nickel et une augmentation de
poids relatifs de certain organes préleves (reins et poumon) chez le groupe contaminé par le
Ni par rapport au témoin. Les résultats ont montré aussi des changements notables dans les
paramétres biochimiques par une augmentation significative (p<0.05) de la concentration
sérique d'acide urique, urée, et cholestérol avec une augmentation important de taux de
protéine totale. Cependant, I’activité sérique des transaminases (TGO et TGP) ont présenté
une augmentation remarquable (p<0.05) chez les rattes contaminées par le nickel en
comparaison avec le témoin. Les résultats obtenus révelent également une bioaccumulation
de Ni et un stress oxydatif chez lot contaminée par le nickel, avec une augmentation de niveau
de Ni hépatique, de 'MDA tissulaire (rein, ceeur et poumon) et la synthése des antioxydants
total et une diminution de niveau de GSH et de l'activité de SOD et GST tissulaire. Le
traitement par nanoparticule de 1I’oxyde de zinc, L’A. longa et zinc améliore les parametres
biochimiques et réduisant le taux du nickel tissulaire, avec protection des organes contre les
attaques oxydatif radicalaires induit par le nickel. En conclusion, cette étude montre que les
traitements par I’A. longa, le zinc et surtout la nouvelle molécule de nanoparticule d’oxyde de
zinc synthétisé biologiquement a base de I’A. longa induit un effet bénéfique contre la toxicité

de nickel au niveau moléculaire et tissulaire.

Mots cle : Nickel, Nanoparticule d’oxyde de zinc, Aristolochia longa, Zinc, Stress oxydant,

rattes Wistar.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN Acide désoxyribonucléique

ARN Acide ribonucléique

CAT Catalase.

Cu/Zn-SOD Superoxyde dismutase aux ions cuivre et zinc.
DPPH Diphenyl picryl hydrazy

EDTA Ethyléne diamine tétraacétique

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power Assay
GPx Glutathion peroxydase.

GRAS Generally Recognized as Safe

GSH Glutathion réduit

GST Glutathion S-transferase.

H,0; Peroxyde d’hydrogene

HO’ Radical hydroxyl.

MDA Malondialdéhyde.

LPO Les peroxydes lipidiques.

MT métallo-thionéine

NADPH Nicotinamide dinucleotide phosphate
NAG N-acétylglucosamine

NPs Nanoparticules

NPs-ZnO Nanoparticules des oxyde de zinc

0o, Radical superoxyde (anion superoxyde).
ROS Espéces activees de I'oxygéne.

SOD Superoxyde dismutase.

TGO Glutamate oxalo acétate-transaminase

TGP Transaminase glutamique pyruvique
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Introduction

Le développement rapide des sciences technologiques, des industries (chimiques et
métalliques), de la médecine et de 1’agriculture a exposé ’homme et son environnement aux
nombreux métaux lourds toxiques. Leurs présences dans 1’eau, 1’atmosphére et par
conséquent, la chaine alimentaire, est certainement le cas le plus intéressant parmi les
problémes majeurs de notre époque, notamment pour les pays en voie de développent (Das et
al., 2002).

Les métaux lourds tels que le nickel, le cadmium, le plomb et autres s’accumulent dans
I’organisme et provoquent des effets toxiques a court et/ou a long terme. Ils peuvent affecter
le systéme nerveux, les fonctions rénales, hépatiques et respiratoires (Harber et al., 2000 ;
Lauwerys,2003). La nature de leur toxicité peut varier en fonction de la forme sous laquelle
ils pénétrent dans 1’organisme (métal lui-méme, vapeur, dérivés inorganiques ou organiques,

hydro-ou liposoluble, etc.). Le nickel se présente sous des formes chimiques différentes, mais
. N . . . 2+
il ne pénetre efficacement dans les cellules que sous la forme cationique bivalente (Ni~ ) ou

sous forme de chlorure ou de sulfate de nickel. L’ion nickel peut provoquer des lésions
directes sur tous les composants cellulaires : peroxydation des lipides, protéines et des acides
nucléiques, due aux attaques des radicaux libres génerées par le nickel (Audrey et al., 2015).
Avec ces radicaux ou indirectement en produisant des peptides comme les métallothionéines
ou le glutathion (Lou et al., 2013). De nombreuses études indiquent une production massive
d’espéces oxydantes et I’inhibition des activités des principales enzymes antioxydants due a la
cytotoxicité du nickel dans une cellule peuvent favoriser une mort cellulaire excessive ou une
évolution tumorale.

Les effets oxydatifs des meétaux lourds peuvent étre réduits par les antioxydants
endogene et exogéne puissants protégent le corps contre les attaques des radicaux libres
(Hattiwale et al., 2013).

La phytothérapie est I'art de se soigner par les plantes. C'est une medecine tres ancienne.
Actuellement, de nombreux medicaments tirent leur origine des plantes medicinales.
Aristolochia longa L est une plante tres utilisée dans la médecine traditionnelle dans le
traitement de cancer et autre maladie chronique dans plusieurs régions de 1’ Algérie.

Le zinc fait partie de systeme biothérapie caractérisé par son haute pouvoir antioxydant
qui joue un role dans la diminution de la production de ROS (Fernandez et al., 2003). Il est
vital pour le développement et les fonctions mammaires, joue un réle important dans la
régulation du glutathion cellulaire et il est vital pour la défense cellulaire surtout contre le

stress oxydatif (Sameeh et al., 2009).
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D’autre part, la forme nano d'oligo¢lément dont le zinc a diverses propriétés par rapport
aux produits chimiques respectifs. Des effets toxicologiques de NP métalliques sur des
organismes, ont été rapportés. De plus, le ZnO est classé comme une substance « GRAS »
(généralement reconnue comme étant sans danger) par la US Food and Drug Administration
(FDA) (Rasmussen et al., 2010). Cependant, a notre connaissance, il n’existe encore aucun
rapport sur I’effet des NPs, a cause application potentielle dans le domaine de la médecine
comme la délivrance de médicaments, les activités biologiques telles que les antioxydants les
antimicrobiens...etc.

A la lumiére de ces données, notre objectif pour ce travail est d’évaluer les effets
toxiques du nickel chez des rattes et étudier I’efficacité de systémes thérapeutiques basé sur
un supplément de zinc, de la phytothérapie par 1’ Aristolochia longa et par une nouvelle forme
de zinc ; zinc nanoparticule (ZnNPs) synthétisé biologiquement a base de 1’Aristolochia longa
chez des rattes de la souche Wistar.

Nous allons pour cela mis au point sur le dosage des paramétres biochimiques sanguins

ainsi que 1’évaluation des paramétres du stress oxydant tissulaire.
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1. Définition

Le nickel est un métal lourd, blanc argenté. C’est un allergéne puissant, ubiquitaire et un
carcinogéne prouvé (Stoltz et al., 2003) et polluant de I'environnement, agit comme un stress
oxydant induisant une cytotoxicité (Forgacs, Z et al., 1998). Cette cytotoxicité démontrée en

mesurant les produits de peroxydation lipidique.

2. Propriéetés physico-chimiques du nickel

Le nickel (Ni) est un élément chimique métallique blanc argenté symbole Ni et numéro
atomique 28. Il a la structure électronique [Ni] 4s2 3d8, et il fait partie des éléments de
transition qui se trouvent dans bloc d du tableau périodique (Cotton et wilkinson 1988 ;
Nieboer et al., 19988).

Tableau 01 : Quelques caractéristiques physico-chimiques du nickel. (Cotton et wilkinson
1988; Nieboer et al., 19988).

Symbole chimique Ni

Numeéro atomique 28

Masse atomique 58,71

Structure cristalline Cubique a face centrée (a = 0,352 nm)

Densité (a 20°) 8,902 g/cm®
Température de fusion 1452 °C
Température d’ébullition 2732°C
Résistivité électrique a 20 °C 6,9 1 ohm.cm
Conductibilité thermique a 0-100 °C 90,9W/ (m.K)
Configuration électronique [2,8,6] 3d8 4s2
Isotopes de 56 &4 66

3. Sources d’exposition

Le nickel est une substance ubiquitaire que I'on retrouve dans le milieu naturel dans le
sol, I’air, eau plante (Harasim et Filipek., 2015) essentiellement dans les minerais sulfurés
extraits des sous-sols et dans les minéraux silicates se trouvant en surface. Dans
I'environnement, le nickel est surtout combiné & I'oxygéne (oxydes) et au soufre (sulfures)
(Tebani, 2013).

La présence de nickel dans la nourriture est due a deux facteurs principaux :
I’absorption par les plantes (dont certaines concentrent jusqu’a 1000 fois le taux retrouvé

habituellement dans le sol) et la contamination secondaire des aliments par 1’utilisation
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d’ustensiles en acier inoxydable, pour leur préparation, cuisson, conservation, transformation
et ce d’autant plus que ces derniers sont plus acides. La viande et le poisson sont également
relativement riches en nickel et ceci d’autant plus que 1’dge des animaux augmente. Les
produits laitiers et les boissons sont plutét pauvres en nickel. Les margarines contiennent des
quantités de nickel élevées, puisque celui-ci est utilisé comme catalyseur dans

I’hydrogénation commerciale (Stoltz et al., 2003; Brun., 1979).

4. Métabolisme
4.1. Absorption

L'absorption du nickel est directement corrélée avec la solubilité des composés, les plus
solubles étant les mieux absorbés par les tractus pulmonaire et digestif, et moins par la peau
(Ishimatsu et al., 1995).

4.1.1. Absorption respiratoire

Le nickel et ses composés sont absorbés par les voies respiratoires. Environ 20 a 35 %
du nickel inhalé sous forme de composés peu solubles sont absorbés dans le sang a partir des
voies respiratoires. Les composés solubles du nickel tels que le chlorure, et le sulfate de
Nickel sont plus facilement absorbés par le tractus respiratoire (Bennett, 1984; Grandjean,
1984; Sunderman et Oskarsson., 1991).

4.1.2. Absorption orale

Par voie orale, quarante fois plus de nickel sont absorbées par le tractus gastro-
intestinal. Le sulfate de nickel administré dans I'eau de boisson est plus facilement absorbé
que dans la nourriture (Sunderman et al., 1989 ; Ishimatsu et al., 1995). La biodisponibilité du
nickel est diminuée lorsqu'il est administré dans du lait entier, du café, du thé ou du jus
d'orange, et dans la nourriture (Christensen et Lagesson., 1981) ou quand l'acide Ethyléne
diamine tétraacétique (EDTA) est ajouté dans la nourriture. Par contre la biodisponibilité du
nickel est augmentée quand il est administré dans des boissons gazeuses (Solomons et al.,
1982).

4.1.3. Absorption cutanée

L'absorption du nickel existe également par voie cutanée, cette voie est peu significative
guantitativement mais importante cliniquement dans la pathogénie de la dermatite de contact
(Ishimatsu et al., 1995).
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4.2. Distribution du nickel dans les tissus

La distribution du nickel varie selon la voie d'administration (Nielsen et al., 1993). La
distribution du nickel apres I'exposition des rongeurs par voie orale s'effectue principalement
dans les reins, mais aussi au niveau du foie, du cceur, des poumons, du tissu adipeux, du
systéme nerveux périphérique, du cerveau et la moelle osseuse (Borg et Tjalve., 1988 ; Dieter
et al., 1988). De plus, chez I'homme le taux de Nickel dans le sérum augmente 2.5 -3 heures
apreés l'ingestion des composés solubles de nickel (Christensen et Lagesson., 1981 ; Solomons
et al., 1982, Sunderman et al., 1989).
4.3. Elimination du Nickel

Le nickel n'est pas un toxique cumulatif. En effet I'élimination du nickel absorbé se
réalise majoritairement par les urines et le nickel non absorbé est excrété dans les feces
cependant, I'excrétion biliaire du nickel peut étre quantitativement significative. (Ghezzi et
al., 1989 ; Angerer et Lehnert., 1990 ; Diamond et al., 1998). Le Nickel peut étre aussi
éliminé par des voies mineures tels que la sueur, la salive, Les secrétions gastriques, le lait

maternel, les menstruations et le placenta (Grandjean et al., 1989 ; Dostal et al., 1989).

5. Mécanisme d’action de nickel sur les cellules

Une fois entré dans la cellule, les effets du nickel dépendent de sa solubilisation et des
doses présentes d'ions Ni*% (Hansen et Stern., 1984). La capacité de captage par les cellules
est directement corrélée a la capacité des dérivés du nickel a élever les taux intracellulaires.
Les structures cristallines de Ni sont accumulées dans les vacuoles cytoplasmiques en
périphérie du noyau ou il se produit une acidification progressive avec dissolution puis
relargage de Ni*? & la périphérie du noyau ol ont lieu des interactions préférentielles avec les
régions hétérochromatiques. Il se forme alors des complexes ADN protéines et des cassures
de brins (Costa et al., 1981). Une autre interaction est I'inhibition de la transcription des génes
suppresseurs de tumeurs consécutive a la méthylation de I'ADN et aux modifications

structurales de la chromatine (Lee et al., 1995). (figure 01)
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Figure 01 : Mécanisme d'action de nickel sur I’ADN (Snow et Costa., 1998).

6. Effets du Nickel sur I'organisme

L’exposition aux sels de nickel entraine I'apparition d'effets systémiques sur les reins, le
foie, les poumons, la mortalité néonatale et des effets sur le systeme immunitaire. Le rein et
les poumons constituent les principaux organes cibles tant chez I'animal que chez I'homme
(Ambrose et al., 1976 ; Dieter et al., 1988 ; Smith et al., 1993).
6.1. Effets du nickel sur les reins

L'exposition au Nickel se traduit par le dysfonctionnement de la fonction rénale. Une
augmentation des taux de la créatininémie et de I'urémie apparait apres le traitement avec le
NiCl, dans I'eau de boisson, ce qui témoigne de l'installation d'une insuffisance rénale
transitoire, confirmée par une altération structurale du rein, ce qui rendrait difficile les
fonctions rénales de filtration et de sécrétion tubulaire. Le nickel induit par ailleurs, une baisse
de I'expression de la protéine de stress (Hsp72) et de la synthese des métallothionéines (MT)
au niveau des tissus rénaux (Hfaiedh et al., 2005). Chez les rates exposées au sulfate de
Nickel dans I'eau de boisson montrent un changement du taux urinaire en albumine a la fois
chez la femelle que chez le méle, alors que la teneur en glucose diminue (Obone et al., 1999),
aucun changement n'a été rapporté concernant l'activité de y-Glutamy transcriptase et de NAG
ni les altérations histopathologiques. Par ailleurs, (Weisher et al., 1980) ont observé une chute
du poids du rein chez les rats exposés au chlorure de nickel administré dans I'eau de boisson.
6.2. Effets du Nickel sur le systéme hépatique

Chez le rat, I'intoxication par le Nickel témoigne d'une dégénérescence des hépatocytes.
Ainsi, le sulfate de nickel administre par voie cutanée ou orale provoque chez le rat des effets
hépatiques (Sunderman et al., 1988; Pari et Prasath, 2008). De plus, chez les rats males et

chez les souris, le sulfate de Nickel administré dans I'eau de boisson provoque une chute du
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poids du foie (Obone et al., 1999), alors que par gavage il ne provoque pas de chute du poids
du foie chez les rats.
6.3. Effets du Nickel sur I'appareil respiratoire

Le systeme respiratoire est la cible principale de la toxicité du nickel qui parvient au
niveau pulmonaire a cible principale de la toxicité du nickel qui parvient au niveau
pulmonaire & tendance a persister au niveau des poumons. La rétention dépend notamment de
la solubilité des composés et du captage cellulaire. La muqueuse nasale peut retenir du Ni
pendant de nombreuses années (Torjussen et al., 1978).

L'activité ciliaire des voies respiratoires supérieures a été réduite chez des hamsters et
des souris exposes pendant 2 heures a du dichlorure de nickel en aérosol (Adalis et al., 1978 ;
Gardner., 1980). Parmi les effets observés dans les voies respiratoires, on compte une
inflammation des poumons accompagnee d'une pneumonie nécrosante, d'une augmentation du
nombre de macrophages alvéolaires chez les souris et une dégénérescence de I'épithélium
respiratoire chez les rats et une augmentation du nombre des ganglions lymphatiques
pulmonaires (Wehner et al., 1981).

7. Nickel induit le stress oxydatif

La production cumulative d'especes réactives oxygene /especes réactives d'azote et
d'azote par des insultes endogénes ou exogeénes est qualifiée de stress oxydatif. Le stress
oxydatif induit un déséquilibre rédox cellulaire qui s'est avéré present dans diverses cellules
canceéreuses par rapport aux cellules normales.
7.1. Altération de PADN

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

Bien que le nickel en soi ne provoque pas une génération efficace de radicaux libres a
partir d'oxygene, H,O, hydroperoxydes lipidiques, la réactivité de Ni avec ces dérivés
d’oxygéne peut étre modulée par chélation avec certains ligands contenant de 1’histidine et de
la cystéine (Shi et al., 1993 ; Shi et al.,1992). L'incubation de Ni avec de la cystéine en

milieu aérobie génére le radical hydroxyle, qui réagit ensuite avec la cystéine pour générer un
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radical alkyle carboné. Les radicaux libres peuvent également étre générés a partir
d’hydroperoxydes lipidiques par Ni en présence de plusieurs oligopeptides (Chen et al.,
2003). Entrainent des modifications structurales des protéines, facilitant de ce fait leur
agrégation ou leur digestion par les protéases.
7.3. Peroxydation lipidique

Le nickel augmente la peroxydation lipidique dans le foie, les reins et le poumon,
mesurée par la réaction de l'acide thiobarbiturique pour le Malondialdéhyde (MDA) dans des
homogénats de tissu frais (Sudermann, et al., 1985). La peroxydation lipidique est suivie
d’un changement structural des membranes biologiques ou d’autres €léments contenant des
lipides (Montagnier et al., 1998).
7.4. Défense antioxydants contre la toxicité du nickel

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

des lésions tissulaires. (Rodriguez et al., 1991).
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. Zinc
1. Définition

Le Zinc est un oligo-élément, apres le fer, c’est le plus important quantitativement dans
notre organisme (Burdin, 2014). Il présente des caractéristiques physicochimiques trés
particulieres en tant qu'élément chimique (tableau 2). Il est essentiel de I'activité métabolique
de nombreuses enzymes ainsi que de beaucoup d'autres protéines. Zn effectue une variété des
fonctions importantes, y compris I'ADN et synthese proteéique, immunité, neurosensoriel,
division cellulaire, métabolisme eénergétique, plaie la guérison, la régulation de la
transcription des genes et minéralisation osseuse (Bhowmik et al.,2010 ; Wood et al., 2000).
Le Zn agit en tant qu'antioxydant et sa carence entraine une augmentation des lésions
oxydatives des tissus (Oteiza et al., 1995). Zn n'a jamais été montré pour interagir directement
avec une espéce oxydante mais préfere plutdt exercer ses effets dans de maniere indirecte
(Powell et al., 2000).

Tableau 02 : Les principales caractéristiques physico-chimiques du zinc (Loué., 1993).

Numéro atomique 30

Masse atomique 65.37 g/mol
Electronégativité de Pauling 1.6

Masse volumique 7.13g.cm-3a 20°C
Température de fusion 420°C
Température d’ébullition 907°C

Rayon atomique (Van der Waals) 0.138nm

Rayon ionique 0.074nm (+11)
Isotopes 5)

2. Métabolisme de zinc

2.1. Absorbation

Le zinc est un oligoélément essentiel pour la vie. Son absorption intestinale est une
étape clé de son métabolisme car elle assure en grande partie la regulation de la teneur en ce
métal dans le corps humain (Willis.,, 2005). De nombreux facteurs alimentaires et
physiologiques modulent cette absorption et le transfert du zinc vers le compartiment sérique.
L'absorption intestinale a lieu dans la seconde portion du duodénum ; le mécanisme de
passage de la muqueuse intestinale implique la fixation du zinc sur une métallo-thionéine puis

sur autre protéine dans les cellules intestinales. Le processus de transport est influencé par les
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prostaglandines E2 F2 et le zinc chélaté par I'acide picolinique, dérivé du tryptophane ; une
déficience en tryptophane diminue I'absorption du zinc (Goyer., 1995).

Le mode d'absorption est saturable : le zinc induit la synthése de la métallo-thionéine,
dans les cellules muqgueuses intestinales. La saturation de ces derniéres provoque la rétention
du complexe zinc- métallo- thionine dans les cellules muqueuses qui tapissent le tractus

gastro-intestinale son excrétion (figure 02) (Jakubovski., 2001).
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Figure 02 : Mécanisme de I'absorbation du zinc (Burdin., 2014)

2.2. Distribution du zinc dans I'organisme

Le zinc est présent dans le plasma, les érythrocytes les leucocytes et les plaguettes.
Dans le plasma, le zinc est fixé a des protéines principalement 1" albumine (60%) et 1'alpha 2
macroglobuline, et des aminoacides qui servent de transport. Initialement, le zinc est
concentré dans le foie (60%) et les reins, fixé sur une métallo-thionine. La synthese de cette
protéine hépatique est stimulée quand la concentration plasmique en zinc est élevée. Puis le
zinc est distribué dans tout I’organisme (Jakubovski., 2001). Le zinc traverse la muqueuse
intestinale a partir de 0.4% dans la nourriture et passe dans le lait maternel (Landown., 1991).
La majorité est répartie dans les muscles (60%), et dans les os (30%) ; le reste se distribue
entre le foie la prostate, le tractus gastro -intestinale les reins, la peau, les poumons, le

cerveau, le cceur et le pancréas.

2.3. Excrétion et élimination du zinc
L'excrétion du zinc se fait principalement par le tube digestif. Le zinc fécal (environ 10
mg/j) correspond au zinc non absorbé (67%) des aliments et a du zinc endogene (33%). Aussi,

environ 0,5 mg de zinc peut étre perdu chaque jour par la sueur de méme que dans les urines.
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Les autres fluides corporels sont également des voies importantes d’élimination du zinc
(Landown, A.B., 1991 ; Goyer, R.A., 1995).
3. Role biologique de zinc

Le zinc est présent dans tous les organes, tissus et liquides du corps. La peau et les
appendices sont riches en zinc : ils contiennent environ 20% du total corporel

Le zinc se lie & un certain nombre de molécules biologiques et influe sur leur
conformation, leur stabilité et leur activité. Le zinc sert de catalyseur pour les enzymes
responsables de la réplication de I'ADN, de la transcription génique et de la synthese de
I'’ARN et des protéines. Au niveau cellulaire (Prasad et Oherleas., 1974). Il est essentiel a la
survie des cellules et affecte la transduction, la transcription et la réplication du signal
(Coleman., 1992 ; Vallée et Falchuk., 1993). Le zinc est important pour plusieurs fonctions
humaines, notamment la croissance et le développement, le métabolisme osseux, les fonctions
neuropsychiatriques et immunitaires, ainsi que la cicatrisation des plaies.1 et aussi diminue le
risque relatif de cancer et de maladies cardiovasculaires et protége contre les rayons
ultraviolets et des mécanismes de défense anti-oxydantes (Solomons et al., 1989).

4. Zinc et stress oxydatif

Le Zn est considéré comme un antioxydant (Lansdown et al., 2000). Il est un excellent
antioxydant qui empéche la synthese des radicaux libres d’oxygeéne qui sont responsables du
stress oxydative (Fernandez et al., 2003). Certaines études ont rapporté la capacité du Zn
d'interagir avec les métaux tels que le cuivre et le fer et qui diminuent leurs concentrations
dans différents tissus et inhibent les processus du stress oxydatif est impliqué dans la
stabilisation de la membrane cellulaire, la synthese de la métallo-thionéine (MT) et la
structure de la super oxyde dismutase (SOD Cu/Zn) (Tandon et al., 2001).

Le zinc a plusieurs effets antioxydants. Cofacteur de I’enzyme Cu/Zn-SOD, qui catalyse
la dismutation du radical superoxyde (O,) en O, et H,O, moins nocifs, qui sont alors
détoxifié par CAT et GPx. Il inhibe également les NADPH oxydases, entrainant une
géneération réduite de ROS. De plus, le zinc induit la production de MTS, d'excellents
piégeurs de ROS en raison de la teneur élevée en cystéine (Prasad., 2014). La stabilisation des
protéines sulthydryliques contre 1’oxydation par le zinc en est un autre. Mécanisme par lequel
le zinc entrave les processus oxydatifs. Le zinc se lie directement au groupe thiol, crée un
encombrement stérique en se liant prés du groupe sulfhydryle de la protéine et se lie a
d’autres sites conduisant a des changements de conformation de la protéine. Tout cela se
traduit par une activité réduite de sulfhydryle (Gibbs et al., 1985). De plus, le zinc est
antagoniste des métaux de transition rédox-actifs tels que le cuivre et le fer qui catalysent la

11
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formation de radicaux libres, principalement par des réactions de Fenton. Ces métaux de
transition formée des complexes avec des composants cellulaires, tels que les nucléotides, le
glucose et les citrates pour le fer et glucides, ADN et enzymes pour le cuivre. Lorsque le
métal est complexé, il devient piégé et réagit avec H,O; et forme un radical hydroxyle réactif
(HO"). Cela conduit a la peroxydation lipidique, a I'ADN et des dommages aux protéines, et
par conséquent des Iésions tissulaires graves. Le zinc est capable de remplacer le cuivre et le
fer et réduire les lésions oxydatives localisées (Powell., 2000).

I1. Nanoparticule d’oxyde de zinc
1. Définition

Les oxydes de zinc (ZnO-NPs), qui sont 1’un des nanoparticules d’oxyde métallique les
plus importantes, sont couramment utilisés dans divers domaines (Newman et al., 2009). 1l est
généralement reconnu que le zinc en tant qu'oligo-élément essentiel existe de maniére
extensive dans tous les tissus de l'organisme (Smijs et Pavel., 2011 ; Sahoo et al., 2007). Le
nano-ZnO, avec des particules de petite taille, facilite I'absorption du zinc par lI'organisme
(Jinhuan et al., 2018). Il est couramment utilisé comme additif alimentaire. De plus, le ZnO
est classé comme une substance « GRAS » (généralement reconnue comme étant sans danger)
par la US Food and Drug Administration (FDA) (Rasmussen et al., 2010). Grace a ces
propriétés, les NPs-ZnO ont fait I’objet d’une attention accrue dans les applications
biomédicales (Jinhuan et al., 2018).
2. Propriété
2.1. Propriété physicochimique

Les nanoparticules sont des matériaux dont les propriétés physiques, optiques,
chimiques, électriques, magnétiques ou thermiques sont différentes de celles de la méme
substance a 1’échelle macroscopique (Pujalté., 2011). Ces propriétés sont principalement dues
a I’augmentation du rapport surface/volume et a la predominance des effets de la mécanique
quantique. Lorsque la taille d’une particule diminue. Le nombre de particules par gramme de
matiere croit considérablement. Ainsi, le nombre d’atomes en surface de chaque particule
augmente. Les nanoparticules ont donc un rapport surface/volume et un rapport surface/masse
beaucoup plus élevés que des particules plus grosses. De nombreuses réactions chimiques se
déroulent en surface, la réactivité chimique est donc beaucoup plus élevée dans le cas des NPs
comparativement a une masse équivalente de particules non nanometriques.au niveau de

I'organisme (pour les organismes pluricellulaires (Buzea et al., 2007).
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2.2. Propriété biologique

La taille influence I'interaction avec les systemes biologiques Au niveau cellulaire, la
petite taille des nanomatériaux favorise leur pénétration dans la cellule.

Les meécanismes qui gouvernent la pénétration des nanomatériaux sont cependant
complexes et encore plusieurs éléments restent a élucider. 1l est bien établi que les
nanomatériaux de plus petite taille ont une plus grande capacité de pénétrer les cellules
(Nabeshi et al. 2010 ; Sakai et al., 2011). La capacité des NPs de certaines tailles & pénétrer
plus facilement les cellules peut étre liée a différents mécanismes d'entrée dans la cellule en
fonction de la taille. Certains nanomatériaux sont pris en charge activement par la cellule, par
voie d'endocytose, phagocytose ou pinocytose, alors que d'autres peuvent pénétrer de fagon
passive par diffusion au travers de la membrane (Krug et Wick, 2011)
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Figure 03 : Différents mécanisme de pénétration des nanomatériaux dans la cellule (Krug et
Wick, 2011).
3. Importance biomédicale
Les NPs de ZnO inférieures & 100 nm sont considérés comme relativement
biocompatibles, ce qui soutient leurs applications biomédicales et représente une propriété
puissante dans la promotion de la recherche biomédicale (Jinhuan., 2018). Les NPs ZnO, en
tant que nouveau type de nanomatériaux peu codteux et a faible toxicité, ont des activités
extra-interminables trés diversifiées, y compris des applications anticancéreuses,
antibactériennes, anti-oxydantes, antidiabétiques et anti-inflammatoires, ainsi que des
applications de médicaments antitabac et anti-inflammatoire (Rasmussen et al., 2010 ;
Xiong.,2013).
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3.1. Activité antioxydant

Ont suggéré que les nanoparticules d'oxyde de zinc pourraient étre utilisées en tant
gu'antioxydant puissant et en tant que traitement adjuvant efficace pour les médicaments
chimio thérapeutiques responsables du dysfonctionnement de la reproduction chez I'homme.
Cela reposait sur la capacité des nanoparticules d'oxyde de zinc a augmenter l'efficacité
thérapeutique de la doxorubicine et a réduire les propriétés gonado-toxiques (Seok et al.,
2013).

Dans le méme contexte (Dawei et al., 2009). Ont indiqué que les nanoparticules
d’oxyde de zinc avaient la capacité d’augmenter les niveaux d’enzymes antioxydantes et de
réduire les niveaux de malondialdéhyde (MDA). Par conséquent, les nanoparticules d'oxyde
de zinc pourraient protéger l'intégrité de la membrane cellulaire contre les dommages dus au
stress oxydatif (Ko JW et al.,, 2015). Ces particules pourraient améliorer [l'activité

antioxydant et diminuer les niveaux de radicaux libres.

3.2. Activité antibactérienne

Des rapports antérieurs avaient suggéré que les principaux mécanismes de toxicité
antibactérienne des ZnO-NPs étaient fondés sur la possibilité d'induire un excés de génération
de ROS, tel que l'anion superoxyde, les radicaux hydroxyles et la production de peroxyde
d'’hydrogene (Zhang et Xiong., 2015). L’activit¢é antibactérienne peut impliquer
I’accumulation de NP ZnO dans la membrane externe ou le cytoplasme de cellules
bactériennes et déclencher la libération de Zn*2, ce qui provoquerait une désintégration de la
membrane cellulaire bactérienne, des dommages aux protéines membranaires et une
instabilité génomique, entrainant la mort des cellules bactériennes (Shi et al., 2014 ; Dutta et
al., 2013). 11 a montré que les NPs de ZnO d’une taille moyenne d’environ 30 nm
provoquaient la mort cellulaire par contact direct avec la bicouche phospholipidique de la

membrane, détruisant ainsi 1’intégrité membranaire (Jinhuan., 2018).
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1. Définition d'Aristolochia longa

Aristolochia longa L, plante médicinale herbacée localement connue sous le nom de
Barrastam. Elle est fortement utilisée actuellement en médicine populaire Algérienne pour son
effet anti-cancérigéne. Elle appartient a la famille des Aristolochiaceaz. Elle est localisée
principalement au centre du pays. Actuellement, Aristolochia longa L. est connue plus
particulierement pour son principe actif, ’acide aristolochique ce dernier a la capacité
d’augmenter le pouvoir phagocytaire des globules blancs, d’ou les propriétés cicatrisantes de
cette plante (Gadhi et al., 1999). Elles peuvent étre mises a profit au cours du traitement des
fistules, ulcere, furonculoses, acnésrebelles et bien d’autres maladies. Ce travail représente et
pour la premiere fois en Algérie, la multiplication et la conservation de cette espéce. Nous
présenterons une approche biotechnologique des différentes étapes de la micro propagation
par voie indirecte (Saidi Fet al, 2009).

2. Description botanique

Aristolochia longa est une plante vivace presque glabre, verte claire , 20 a 50 cm de
longueur, glabrescent , a racine oblongue en fuseau ou longuement cylindrique ,tiges gréles
,étalées ,souvent rameuses ; feuille large de 3 a Scm , ovales triangulaires en ceeur , a sinus
largement ouvert é la base ,entieres , lisses ,a nervures faibles ;pétioles égalant a peu prés le
pédoncule ;fleurs d'un vert brunétre , solitaire , égalant presque ou dépassant les feuilles
;périanthe glabrescente , a languette lancéolée deux foie plus courte que le tube . Capsule
ovale ou en poire pendante (James ,1746 ; Mutel, 1836). (figure 04)

Figure 04 : Aristolochia longa (Bonnet et al., 2011)
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3. Classification

Tableau 03 : classification d’Aristolochia longa (Nardi., 2009)

Régne Plantea

Division Tracheophyta
Sub-division Spermatopytina
Classe Magnlianae
Super-ordre Piperales

Ordre Piperales

Famille Aristolchiaceae
Genre Aristolochia L
Espéce Aristolochia longa

4 .Localisation géographique

C’est une famille de plantes dicotylédones, qui comprend 400 especes réparties en 7
genres. Ce sont des arbustes, des lianes ou des plantes herbacées des régions tempérées
chaudes a tropicales. Subtropicales, et méditerranée du monde (Benarba et Meddah,
2014).Elle croit dans Afrique Subtropicales (Afrique du nord), Asie tempérés (Asie Mineure),
Europe méridionale et occidentales (Brisseau-Mirbel, 1804 ; lamarck, 1778).

En Algérie, Aristolochia longa est surtout rencontrée dans la région centre. On rapporte
sa présente, entre autre, a I’ouest au niveau des Tlemcen (Mesli-bestaoui et al. 2007) aux
monts de chérera de wilaya de Blida (Cherif et al.,2009), en Kabylie, au niveau de forét de

Mizrana de wilaya de Tizi Ouzou (Bekdouche et al., 2008).

5. Utilisation thérapeutique

L'utilisation thérapeutique des plantes médicinales sont 1’une des principales ressources
des agents thérapeutiques. Ils sont utilisés par 80% de la population mondiale dans les soins
de santé (Oliveira et al., 2012). Les espéces d’Aristolochia ont des effets bénéfiques bien
connus. Les composés actifs produits au cours du métabolisme secondaire sont genéralement
responsables des propriétés biologiques (El Yahyaoui El idrissi et al., 2018). Les études
phytochimiques sur les plantes du ce genre ont donné divers types de composés ayant des
activités antitumorales, d'agrégation antiplaquettaire, d'immun modulation et d'anti fertilité
(Chen et al.,, 2005). Les espéces d’Aristolochia longa sont cultivees comme plantes

ornementales et communément utilisées comme sources de médicaments abortifs,
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emménagogue, sédatifs, analgésiques, anti-inflammatoires, anti-alimentaires, relaxants
musculaires, antihistaminiques et anti-allergiques (Benarba et Meddah., 2014). Aristolochia
longa est utilisé comme antidote aux morsures de serpent, aux régimes amaigrissants et a la
prévention de l'arthrite (Benarba et al., 2016).

Ses racines sont utilisées dans le traitement du biimezoni (palpitations de l'aorte), de
constipation et des affections intestinales. En plus de leurs effets thérapeutiques, les Acides
arstorolochiques ont été rapportes avoir des effets antifongique, antibactérien, et méme anti-
tumoral. Utilisation avec soin et toujours pour de courtes périodes de traitement (Benchaabane
et Abbad, 1997).
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I- Matériels
1. Matériel végétal

La plante utilisée dans ce travail est le rthizomes d’Aristoloshia longa, a été achetés du
marché local, lavés plusieurs fois, séché a I’air pendant 48-92 h et pulvérisés avec une mixeur
jusqu’ a I’obtention d’une poudre fine. La poudre d’Aristoloshia longa est conservée a la
température ambiante dans des contenants hermétique a 1’arbi da la lumiére vive jusqu’a le

début de I’expérimentation (figure 05).

Figure 05 : Rhizomes Aristolochia longa (photo originale).

2. Les animaux

2.1. Condition d’élevage

Notre étude a réalisé sur vingt-cinq rattes femelles de type Wistar, provenant de
I’institut pasteur d’Alger, agés de huit semaines avec poids de 184,84+8,48. Les animaux sont
élevés a I’animalerie de la faculté de sciences de nature et de la vie, a I’université Echahid
Hamma Lakhdar-El-Oued. IIs soumissent a une période d’adaptation aux conditions de
I’animalerie pendant un mois d’environ a une température del8+0,18°C .Les rattes sont

logées dans des cages plastique et nourris par un régime alimentaire standard.

Tableau 04 : Composition de régime standard (Southon et al, 1984)

Matiéres premieres Quantité (g/Kg) Pourcentage (%)

Mais 326 32.6

Cellulose 326 32.6

Proteine 168 16.8
Saccharose 60 6
Vitamine 40 4
Minéraux 40 4
Huile 40 4
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2.2 Traitement des animaux
Apres la période d’adaptation, les rattes ont répartis en cinq groupes de cinq rattes
chacun, les rattes sont traité comme suit pendant 20 jours

Groupes 1 (T) : Rattes sain (témoin).
Groupes 2 (Ni) : Rattes exposés au nickel (20mg/kg poids des rattes) pendant 20 Jours.

Groupes 3 (Ni +Zn0O) : Rattes exposées au nickel (20mg/kg poids des rattes) et traité par
nanoparticules d’oxyde d zinc (100mg/kg d’aliment) pendant 20 Jours.

Groupes 4(Ni + Ar) : Rattes exposées au nickel et traité par Aristolochia Longa (5%)

pendant 20 Jours.
Groupes 5 (Ni +Zn) : Rattes exposées au nickel et traité par le zinc (23 1mg/kg d’aliment).

Les doses 20mg/kg pour le nickel selon 1’étude de Tebani (2013) mais la dose de zinc

selon Derouiche (2016) et pour la dose d’Aristolochia Longa selon Derouiche et al (2017).

2.3. Sacrifice et prélévement de sang et organes

Les rattes sont anesthésiées par chloroforme (94%) aprés 16h de jelne et sont sacrifiés
(part décapitation). les prélevement sanguin s’effectue au moment de sacrifice des rattes
récupéré dans des tubes sec préalablement étiquetés et numérotés pour chaque ratte puis
séparé par centrifugeuse a 3000 tours/ min pendant 15 minutes, le sérum obtenu est conservé
a une congélateur jusqu’au moment des analyses biochimiques (urée, créatinine, acide urique ,
cholestérol protéine totaux triglycérides ,TGO , TGP ). la glycémie est mesuré pendant la
période de sacrifice par une glucométre. Le foie, reins cceur, et poumon sont soigneusement
prélevés, rincés avec NaCl ensuit pesés mais pour le groupe trois on a pris les estomac et
I’intestin en plus les autres organes pour évaluer le niveau de NPs-ZnO.

Les homogénats des organes sont préparés pour le dosage des paramétres de stress
oxydatif (Malondialdéhyde (MDA), super oxyde dismutase (SOD), gluthaions s transferase
(GST) et glutathion réduit (GSH).
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Figure 06 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental de 1’étude

3. Réactif et produits utilisés

Chlorure d’hydrogene (HCI),méthanol, chloroforme ,réactif de Mayer réactif de
Wagner , acide sulfurique , laqueur de Fehling , folin-Ciocalteu (FCR)
carbonate de sodium (Na2CO3),acide gallique , tris chlorure de sodium (NaCl), ammoniac,
acide nitrique (HNO3) ,acide salicylique ,bleu de coomassie , acide trichloracétique (TCA) ,
acide thiobarbiturique (TBA) ,Buthydrxytoluéne (BHT), tampon phosphate (KH,PQy,),
5,5dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) ,GSH ,I-chloro-2,4—dinitrobenzene (CDNB) , NAOH ,
EDTA, DNTP, Riboflavine , TCA, acetate de zinc, éthanol, solution de ferricyanure de
potassium (K3Fe) , acide de trichloracétique (TCA) ,chlorure ferrique (FeClI3) .
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I1- Méthodes
1. Méthode d’Etude in-vitro
1. 1. Méthode de préparation de I’extrait aqueux

25 g de la plante séche de A. longa avec 250 ml d’eau distillée en mis dessus de plaque
chauffante avec agitation et température 50°C pendant 2h, Aprés macerés a condition
ambiante pendant 24h, puis filtrés par papier Jusuf, ensuit a été évaporés a I’aide de 1”’étuve
(Majhenic et al., 2007) (figure 07).

50 g de plant 500 ml d'eal
( ; ) G S .
~___séche “ ~___distillee

Fa B
| Bouillira feu doux pendant 2h ‘

v

‘ Macération & température ambiante pendant 24h ‘

v )

Filtration puis évaporé le filtrat
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Figure 07 : Méthode de préparation de I’extrait aqueux de 1I’A.longa.

1. 2. Méthode de préparation de nanoparticule d’oxyde de zinc

Pour la synthese de nanoparticules d'oxyde de zinc, 50 ml d'une solution d'acétate de
zinc dihydrate (0,5M) ont été préparés en utilisant de l'eau distillée puis en ajoute 1 ml
d'extrait aqueux de I’Aristolochia longa sous agitation pendant 10 minutes. Afin de maintenir
le pH 12, on a utilis¢ de NaOH, utilisé (2,0 mol * dm-3) jus qu’a I’obtenur une solution
aqueuse blanc péle. Celui-ci a été ensuite placé dans un agitateur magnétique pendant 2

heures. Le précipité blanc péle a été retiré et lavé encore avec de I'eau distillée puis avec de
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I'éthanol pour éliminer les impuretés. Ensuite, une poudre blanche péle de nanoparticules
d'oxyde de zinc a été obtenue aprés séchage a 60 C° a I'étuve pendant une nuit (Anand Raj
L.F.A. et Jayalakshmy, E.2015 ; Dhuha, K.S et al 2015).(figure 08).

I'agitation 10 min de solution . 3 ﬁ
d'acétate de zinc k. © _/‘

une poudre blanche pile
de NPs-ZnO obtenue

L}

séchage & 60°C 3 'étuve
pendant une nuit

4

I'addition de 1 ml
d'extrait d'A. longa

s
b pour maintenir le pH
12 utilisé 2 mol/dm™ »

placé dans un
agitateur magnétigue

pendant 2 h
|

de NaOH

p A

4

Figure 08 : Méthode de préparation de nanoparticule d'oxyde de zinc

1. 3. L'analyse phytochimiques

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits préparés de la plante en milieu
aqueux par des techniques de caractéristiques qualititatives, selon les méthodes selon les
méthodes de (Evans. 2009 ; Harborne., 1998 : Wadood et al, 2013).

» Lasubstance polyphénolique
v Alcaloides
Dans deux tubes a essai, introduire 1 ml de extrait a I’analyse .acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCL et ajouter gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube et
quelques gouttes de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité
blanc ou brun respectivement révele la présence d’alcaloides
v' Tannins
Dans un tube a essai, introduire 5ml d'extrait a analyser et ajouter 1ml d'une solution
aqueuse de FeClI3 a 2 %. La présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou

bleu- noiratre.
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v Flavonoides
Ajourer dans tube a essai, 5ml d’extrait a tester ,5ml de ammoniac dilué et 1ml de

H,SO, I’apparition d’une coloration jaune preuve la présence de flavonoides.

» Saponines : test de mousse
Dans un tube a essai, introduire 5ml de extrait a analyser, mélangé¢ avec Sml d’eau
distillée dans tube a essai et on agité vigoureusement. La formation d’une mousse de sable a

été prise comme une indication de la présence de saponine.

» Sucre réducteurs
Dans un tube a essai, ajouter liqueur de Fehling (1ml de réactif A et 1ml de réactif B),
I’extrait a analyser et incuber I’ensemble dans bain marie bouillant, L’apparition d’un

précipité rouge brique indique la présence de sucre réducteurs.

» Terpénoides
Dans un tube a essai, ajouter a Sml d’extrait de plante, 2 ml de chloroforme et 3ml
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un couleur brun rougeatre indique la présence

des terpénoides.

1. 4. Méthode de dosage des polyphénols totaux

L’analyse quantitative de phénols totaux des extraits phénoliques a été réalisé par le
protocole suivant, pour 125 pL de I’extrait végétal ajouter S00 uL d’eau distillée, la solution
a été introduite a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de addition de 125
uL du réactif de Folin- Ciocalteu (FCR) agressent forte .Aprés 5min ,1250 uL de carbonate
de sodium (Na2CO3) a concentration de 7,5 g /I sont ajoutés pour favoriser un milieu pour
déclencher la réaction d'oxydo-réduction ensuit complété par 1’eau distillée jusqu’un 03ml
ensuite le mélange réactionnel agité est maintenu a 1’obscurité et incubé pendant 2h a
température ambiante. L’absorbance de chaque solution est déterminée a 765 nm a 1’aide d’un
spectrophotométre UV-VIS. (Slinkard, K. et Singleton, V. L.1977).

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique
de différentes concentrations (50 -100 — 150 -200ug/ ml), réalisée par méme procédure du

dosage, toutes les mesures sont répéetées 03 fois.

1.5. Méthode de dosage des Flavonoides
Une quantité de 1 ml de chaque échantillon et de standard (préparée dans le méthanol)
est ajoutée a 1 ml de la solution d’AICI3 (2 % dissous au méthanol). Apres 10 minutes,

I’absorbance a ¢ét¢ mesurée par rapport au blanc préparé de réactif au A max = 430
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nanomeétres (Ahn, M-R., et al 2007). Les concentrations des flavonoides ont été déduites a
partir de la gamme de la courbe d’étalonnage établie avec la quercétine (0,01 — 0,03 — 0,05 —
0,07 — 0,09 mg/ml).  Réalisée par méme procédure du dosage, toutes les mesures sont

répétées 03 fois. , les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine / g d’extrait.

1.6. Méthode d'analyse de I'activité antioxydant (test DPPH)

La solution de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl est préparée en solubilisant 2,4 mg de
DPPH * dans 100 ml de méthanol. 1 ml de chaque extrait phénolique (ou acide ascorbique en
tant que standard) (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 mg / I) est ajouté a 1 ml de la
solution de DPPH’préparée précédemment. Le mélange réactionnel est immédiatement
secoué, puis maintenu dans le noir pendant 30 min a température ambiante pour que la
réaction soit accomplie. L'absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 517 nm contre le
contrble (méthanol-eau distillé) (Mansouri et al., 2005). Pourcentage d'inhibition (IP) = [(Un
contréle - Un échantillon) x 100] / Un contréle ou Un contr6le est I'absorbance du controle
(contenant tout le réactif sauf I'échantillon) et Un échantillon est I'absorbance de I'échantillon,

les deux étant mesurés at517 nm.

e Détermination de I’'ICS50 pour I'activité DPPH

La valeur IC50 (DPPH), qui représente la concentration d'extrait donnant une réduction
de 50% de I'absorbance du DPPH (taux de radicaux libres), a été déterminée par analyse de

régression linéaire du pourcentage d'inhibition par rapport a la concentration.
1.7. Méthodes d’activité antibactérienne de NPs-ZnO

e Détermination de DI (diameétre d'inhibition)

Evaluation I’activité antibactérienne des différents concentrations (0.5 mg/ml;l1
2.5mg/ml; 5mg/ml) de I’extrait de nanoparticule de 1’oxyde de zinc selon la méthode de
diffusion en milieu gélosé (antibiogramme). Cette technique repose sur l'apparition d’une
zone d'inhibition dans le milieu de culture Autour du disque contenant I'extrait de

nanoparticule d’oxyde de Zinc.

e Conservation des souches
Les souches bactériennes identifiées précédemment et qui font 1’objet de notre étude

sont conservées dans des boites contenant de la gelose nutritive a 4°C.
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e Le repiquage
Le repiquage des souches bactériennes a pour objectif 1’obtention d’une culture pure et
jeune. Elle est réalisée par la méthode des stries. Les souches sont alors repiquées a partir des
boites de conservation sur un nouveau milieu gélose nutritive. Les cultures son incubées a
I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 h.

e Préparation des dilutions des extraits (concentration)
Différentes concentrations (Img/ml; 2.5 mg/ml; Smg/ml, 10mg/ml) d’extrait de

nanoparticule d’oxyde de zinc ont été préparé par DMSO.

e Préparation des disques
Le principe de cette méthode est d’utiliser des disques de papier Whatman n°3 de 6 mm
de diameétre. Ensuite ils sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a l'autoclave et conserver

jusqu'a l'utilisation.

e Préparation le milieu de la culture
On met la stérilisation et la surfusion de milieu de culture (Muller Hinton et milieu
Saboroud pour la levure) a l'aide d'autoclave pendant 15 min a 121°C, puis on le verser dans

les boites de Petri a 4 mm de hauteur et on laisse quelques minutes jusqu'a la solidification.

e Préparation de I'inoculum

- A partir d'une culture pure de 18 h des bactéries a tester sur milieu d'isolement, racler
Par une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Décharger I'anse dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 %, bien homogénéiser la
suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 MacFarland ou a une
D.O de 0.08 2 0.10 lue & 625 nm.

- L'ensemencement doit se faire en moins en quelques min apres la préparation de
I'inoculum.

e Ensemencement

- Laculture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzene.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination
du manipulateur et de la paillasse).

- L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas.
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- Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60°C a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant
I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

e Application des disques d’antibiogramme
En effet de chaque dilution on préléve 10 pl et on la mit dans les disques. (Dans chaque
boite quatre 4 disques ont été réalisée a différentes concentrations des extraits, les disques
doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre. La boite de contrble, réalisée pour
I’expérience, est une boite ensemencée contenu 3 disques, deux contrdle positif ipm10/cip5 et
I'autre de controle négatif DMSO.
I1 faut Presser chaque disque a I’aide d’une pince bactériologique stérile pour s’assurer

de son application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé.

e Incubation et Lecture
Aprés incubation 18-24 heures a 37°C pour les souches bactériennes et 48h pour la

levure dans 1'étuve, Les résultats sont observés, en mesurant les diamétres d’inhibition.

2. Méthode d’étude in-vivo
2.1. Méthode de dosage du nickel et du zinc tissulaire

La calcination seche des organes (1g) s’effectue dans un four a moufle en augmentation
la température par palier successif jusqu'un a 450°C pendant 4h dans le but d’éviter les
inflammations brutales de 1’échantillon et qui provoquerait des pertes Les cendres obtenues
sont dissoutes par une attaque de 03 ml d’acide nitrique pur (HNO3) en chauffant légerement
sur une plagque chauffante. Le liquide obtenu est filtré sur du papier filtre dans une fiole de 15
ml et complété a son volume final avec I’eau déminéralisé. Pour le zinc et le nickel en
utilisant un spectrophotomeétre d’absorption atomique (Shimadzu AA-6200; Somerset, New
Jersey, USA).

2.2. Détermination des parameétres Biochimique

Les taux d'urée sérique, acide urique, creatinine, de protéines sériques et lipide dans le
sérum ont été determinés a l'aide du kit commercial de Spinreact, Espagne (réf : urée-20141,
acide urique-20091, créatinine-20151, protéines totales-1001291 et cholestérol-20111,
triglycéride-20131,). Et pour les enzymes sont aussi mesuré par 1’utilisation de Kkits
commercial (Spinreat, ref: GOT-20042, GPT-20046).
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2.3. Dosage des parametres de stress oxydatif.
2.3.1. Préparation de I’homogénats des organes

Un gramme de tissus (foie, cceur, rein, poumon) de chaque organe de différents groupes
étudier a éeté utilisé. Aprés broyages et homogénéisation des tissus dans TBS (tris 50Mm, Nacl
150m M, pH 7,4) et par centrifugeuse de la suspension tissulaire (3900tour /min ,20min), puis
le surnageant obtenu est conservés & -20°C en attendant d’effectuer les dosages des

paramétres des stress oxydatif.
2.3.2. Dosage des protéines tissulaires

e Principe
Les protéines tissulaires a été déterminés suivant une methode colorimétrique par un
spectrophotométre de type SHIMATZU en utilisant le bleu de Comassie comme réactif qui
est réagi avec le groupement amines (NH2) des protéines pour former un complexe de couleur
bleu. (L‘apparition de la couleur bleue refléte le degré d'ionisation du milieu acide et
I'intensité correspond a la concentration des protéines). L'absorption est mesurée a 595 nm
(Bradford., 1976).

e Préparation de réactif de Bradford
- Dissoudre 100 mg de bleu de Comassie dans 50 ml d'éthanol (95 %).
- Agiter le mélange pendant 2 heures avec un agitateur a I'abri de la lumiere.
- Ajouter 100 ml de I'acide orthophosphorique (H3PO4) (85 %).
- Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.
- Filtrer la solution obtenue avec un papier filtre.

Ce réactif est stable pendant 2 semaines a 4°C.

e Mode d'opératoire

|. Prélever 01 ml de I'hnomogénat.
2. Ajouter 5 ml du bleu de Comassie
3. Agiter et laisser reposer 5 minutes
4. Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.
5. Comparer la concentration des protéines dans les tissus étudiés

La concentration des protéines est determinée par comparaison a une gamme étalon
d'albumine sérique bovine (0.1-0.2-0.4-0.6-0.8-1mg/ml) préalablement réalisée dans les

mémes conditions.
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2.3.3. Méthode de dosage du Malondialdchyde (MDA)

e Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec l'acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d'un complexe de
couleur rose entre deux molécules d'acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotomeétrie d'absorption a 532nm (Yagi., 1976).

e Réactif
375mg de TBA, 20g de TCA, 0.01g de BHT, 25 ml de HCL 1 N et 50 ml d'eau distillée
ont été introduit dans un bécher. La solution obtenue a été chauffée & 40°C dans un bain
Marie jusqu' a dissolution compléete du TBA, puis transférée dans une fiole de 100ml et le

volume complété a | 'eau distillé jusqu'au de jauge.

e Mode opératoire
Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 200ul d'échantillon, 800 pl de réactif
TBA et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100°C pendant 15
minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formes lors de la réaction. Centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532 nm a l'aide d'un
spectrophotometre.

e Expression des résultats
La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction
moléculaire du MDA (4= 1,53.10"5 M-1 cm-1). Les résultats ont été exprimés en pumol/1.
MDA (umol/mg de prot) = (Do échantillon/1.53 x 10°5) /mg de prot

2.3.4. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH)

e Principe

Le complexe formé entre le GSH et l'acide 5,5'dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB), ce
qui libere I'acide thionitrobenzoique (TNB) lequel présente une absorbance a 412nm
(Weckbercker et Cory., 1988).

e Mode opératoire
A 800uLd’homogeénat sont ajoutés 200 pL de l'acide salicylique (0.25 %). Mélanger
avec l'agitateur et laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000 t/min

pendant 5 minutes. 500 pL de surnageant sont ensuite mélangés avec 1000 pL de tampon tris
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(tris 0.4mol, NaCl 0.02mol, PH=8.9) et 25uL de DTNB (0.01 mol.L™). Aprés 5min

d'incubation, la lecture de l'absorbance s'effectue A=412 nm.

e Expression des résultats
On calcule la concentration du GSH exprimée en nanomoles par milligramme de protéines

(nmol/mg prot) selon la formule suivante :

DOw=1x1.525
13133 = 0.Bx 0.5 xmyg de prot

GSH(nM /Mg de prot) =

2.3.5. Dosage de I'activité de superoxyde dismutase (SOD) :

e Principe
La méthode de dosage de l'activité SOD a l'aide le NBT par I'anion superoxyde (O,°),

est utilisée comme base de détection de la présence de SOD ( Beauchamp,C., et Fridovich,

1.,.1971).
-Protocole
Prélever dans des | Blanc (A Echantillon Concentration dans le
tubes I'obscurité) (Tube illuminée) | milieu réactionnel
EDTA-Met 1000pL 1000pL 0,imM EDTA
Tampon phosphate | 892,2uL 892,2uL 13mM Met
Echantillon 0 50 /
Tampon phosphate | 1000pL 950ul 50Mm
NBT 85,21L 85,2L 75uUM
Riboflavine 22,6uL 22,6uL 2uM

e Expression des résultats

Do blanc —D0 Echantion

% d'inhibition de la réduction de NBT par la SOD = 50 Bions X 100

L'inhibition a 50% est égale a 1 unité d'enzyme.

50% d'inhibition = 1 unit¢ de SOD, Donc [D’activité¢ antioxydant de I’enzyme égale
unités SOD / mg de pro.

SOD : superoxydes dismutases.

Do blanc : Densité optique du blanc.

Do échant : Densité optique de I'échantillon.
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2.3.6. Dosage de I'activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GSTs)

e Mode opératoire
La méthode utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig et al (1974);
celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans I'homogénat sur un mélange (GSH +
CDNB) a une tempeérature de 37°C et a un pH de 6,5. La variation de la densité optique, due a
I'apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a une
longueur d'onde de 340 nm.

Réactifs Blanc (ul) | Essai (ul)
Tampon phosphate (0.1M) ph (6.5) | 850 830
CDNB (0,02M) 50 50

GSH (0,1 M) 100 100
Homogénat 20

e Expression des résultats
L'activité de la GSTs exprimée en nano-moles de CDNB par minute par milligramme de

protéines (nmol CDNB/min/mg Prot) selon la formule suivante :

DO échant/ min —D0 blanc/min

GSTs((nM /min) /mgde prot) =

S.exmg de prot

2. 3.7. Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power Assay)

e Principe
Les antioxydants sont déterminés par colorimétrie. Le complexe ferrique-
tripyridyltriazine est réduit en la forme ferreux-tripyridyltriazine en présence d’antioxydants ;
le complexe perd sa couleur jaune pour un bleu foncé. Cette coloration mesurée & 595 nm est
proportionelle a la concentration en antioxydants présents dans les échantillons. La méthode

est standardisée par rapport au Trolox (Oyaizu, M. 1986).

e Mode opératoire
I. Prelever 500ul de serum.
2. Ajouter 1.25ml de la solution tampon (0.2 M, PH=6.6).
3. Incubation 20 min dans Ban Marie a une température de 50°C.
4. Ajouter 1.25ml de la solution aqueuse TCA (10%) pour stopper la réaction.
5. Centrifugation a 3000 t/min pendant 5 minutes.
6. 1.25 ml de surnageant sont ensuite mélangés avec 1.25 ml l'eau distillée et 250 pl Fecls
(0.1%).
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7. la lecture a 700 nm contre un blanc.

3. Méthode d'analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + Ecartype moyen.
L'analyse des données a été effectuée par application du test T de Student, qui est base sur la
comparaison entre deux moyennes, en utilisant le logiciel MINITAB (Version 13Fr) et

EXCEL (Version 2019) qui nous aide pour faire les tests et les courbes.
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I. Résultats de I’étude in-vitro
1.Analyse qualitative et quantitative des molécules phytochimiques

Selon les résultats illustrés dans le tableau (05), le criblage phytochimique de I'extrait
aqueux d'A. longa a révéelé la présence des constituants phytochimiques, tels que les
flavonoides, les tannins, les alcaloides, les saponines, les terpénoides et les sucres réducteurs.
Le tableau (06) a présenté la teneur en polyphénols totaux d'A. longa, qui est calculé par
I'équation y = 0,0046x + 0,0891 avec R2 = 0,9954, obtenue par une courbe d'étalonnage base
sur l'acide gallique comme étalon. De méme, la teneur en flavonoides dans cette plante est
calculé par I'équation y = 0,0096x + 0,0521 avec R2 = 0,9938, obtenue par une courbe

d'étalonnage baseé sur la quercétine comme étalon.

Tableau 05 : Composants phytochimique de I'extrait aqueux d’A. longa.

Composés Réactifs Extrait de plante
Flavonoide H,SO, +
Tannins FeCls +
Alcaloides Mayer +
Saponines Test de mousse +
Terpénoides Test de slakowski +
Sucre réducteurs Liqueur de Fehling +
+: présent

Tableau 06 : Quantité de polyphénols et flavonoide de d'extrait aqueux d’A.longa.

Parametres Moyenne
Polyphénols totaux 9,2+ 0,0498
(Mg d'EAG/g d'extrait sec)

Flavonoide 2,17+ 0,0498
(Mg d'EQC/g d'extrait sec)
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2.Teste antioxydant (DPPH)

La Figure 09 a présenté les résultats du pouvoir antioxydant des extraits testés
montrent que le pourcentage d’inhibition de l'extrait aqueux d'A. longa a de concentration de
12.23 mg/ml, qui est calculé par I'équation y =1,6181x + 30,757 avec R? = 0,9882, obtenue
par une courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations de 1’extrait
d'A.longa. Et aussi présenté le pourcentage d’inhibition des nanoparticules de zinc a de
concentration 27.847 mg/ml, qui est calculé par I'équation y = -2,0811x + 107,94 avec
R?=0.9838, obtenue par une courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des
concentrations des NPs-ZnO. De méme, le pourcentage d’inhibition d'acide ascorbique a de
concentration de 2,89 mg/ml, qui est calculé par I'équation y = 0, 0,6232x +48,111 avec
R?=0,9607, obtenue par une courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations d'acide ascorbique.
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Figure 09 : Variation de valeurs d’IC 50 d'acide ascorbique, A.longa et ZnO

3. Caractérisation de nanoparticule d'oxyde de zinc par Analyse spectroscopique

Selon la figure (10), les vibrations spécifiques aux substances des molécules conduisent
aux signaux spécifiques obtenus par spectroscopie IR. Le groupe fonctionnel impliqué dans la
synthese de ZnO-NPs a illustreé dans le pic 1016,42 qui a représente la vibration de valence de
la liaison Zn-O qu'identifie la présence de nanoparticule de ZnO.

De plus, I’absorption optique du spectre UV-Vis enregistrée dans la présente étude a
révélé que les nanoparticules d'oxyde de zinc dispersées dans le mélange réactionnel aqueux
de racines de I’Aristolochia longa étaient réalisées par spectrophotométre. Les résultats ont
montré que ’extrait aqueux présentait d’une bande d'absorbance UV nettes significatives a
370 nm caractéristique de ZnO obtenu par I’extrait de racine d’A.longa (Figure 11) mis &

réagir avec une solution d'acétate de zinc.
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Figure 10 : spectroscopie infra rouge de nanoparticule de zinc.

Figure 11 : Pic d'absorption spectrale UV-Vis du mélange réactionnel d'extrait aqueux
A.longa

4. Activité antibactérienne de nanoparticule d'oxyde de zinc

D'aprés nos résultats de I’activité antibactérienne de nanoparticule d'oxyde de zinc
illustrés dans les figures (12), nous remarquons que aucune activité antibactérienne de
NPs-ZnO pour les differents quatre concentrations (Img/ml; 2.5 mg/ml; 5mg/ml, 10mg/ml)
sur la souche bactérienne Listeria sp. Ces résultats ont été comparés a des témoins négatifs

pour la méme souche utilisée.
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Figure 12 : Activité antibactérienne de différentes concentrations de nanoparticule de zinc sur
la souche bactérienne Listeria sp , A: control Listeria sp. B: Listeria sp

I1. Résultats de I’étude in-vivo
1. La croissance corporelle, le poids relatif des organes et le statut de nickel et zinc
tissulaire chez les rattes contaminées par le nickel.

v" Etude de la croissance corporelle et le poids relatif des organes

D'aprés nos résultats illustrés dans le tableau 07 et les figures 13, le poids corporel des
rattes a été affecté par le nickel, en effet, nous remarquons que la contamination par le nickel
diminue le gain du poids des rattes de facon significative et il y a un cas de mortalité comparé
aux rattes témoins. D’autre part, les résultats indiquent une augmentation significative de gain
de poids chez les lots ; ZnO, A.longa et Zn comparativement aux lot Ni. Par ailleurs, les
résultats obtenus montrent qu'il y a une augmentation importante du poids relatif de Rein
(p<0.05) et de Ceeur (p<0.05), en revanche une diminution du poids relatif de Foie (p<0.01) et
pas de variation significative pour de Poumon chez le groupe contaminé par le nickel comparé
au groupe témoin. D’autre part, les comparaisons dés notre résultat des trois groupes de
traitement par rapport au lot Ni nous avons enregistré ; chez les rattes exposées au nickel et
traités par ZnO nous remarquons une augmentation significative de poids relative de
rein(p<0.01) et de poumon (p<0.05) et qu'il n'y a aucune variation significative de poids
relative de foie, notons que diminution significative dans le cceur(p<0.001).

Les résultats obtenus présentés chez les rattes exposées au nickel et traités par le plant
A. longa nous observons une augmentation de poids relative de poumon (p<0.01) et foie des
facons significative et non significative respectivement, en tandis qu'il y' a une diminution

hautement significative de poids relative de rein (p<0.01) et de cceur (p<0.05).
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Tandis que, chez les rattes exposées au nickel et traités par Zn nous remarquons une
diminution hautement significative de poids relative de rein (p<0.001) et de cceur (p<0.05), et

une augmentation non significative de poids relative de foie et de poumon.

Tableau 07 : Gain du poids et taux de mortalité chez le groupe témoin et les groupes

expérimentaux

Parametres T Ni Ni + ZnO Ni + Ar Ni + Zn
Poids initial (g) 194.80+6.26 167.8+16.4 | 193.40+4.62 | 185,60 +8.01 192.60+7.12
Gains du poids 0.05+0.0845| -1.035+0.30"| -0.01+0.001™ | -0.16+00° | -0.27+0.890°
(g/j/rat)

Taux de mortalité 0 25 0 0 0

(%)

Moy +S.E.M. de 05 rattes de chaque group.
p < 0.05 comparaison avec le lot témoin.
#p <0.05 comparaison avec le lot nickel.
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Figure 13 : Poids relatif de foie, reins, coeur et poumon chez le groupe témoin et les groupes
expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin (T) : 'p < 0.05; ~p<0.01; = p<0.001,
Comparaison avec groupe traités par nickel (Ni) : * p <0.05; ° p <0.01; °p <0.001, (n= 5
rattes).
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v' Etude de la concentration tissulaire du nickel et du zinc

La figure 14 présente une augmentation significative de la concentration du nickel dans

le foie chez les rattes contaminées par le nickel, mais par contre il y'a une diminution

significative de la concentration du zinc dans cet organe par rapport aux rattes témoin. D'autre

Part, nous remarquons une diminution hautement significative de concentrations de nickel et

augmentation de concentration de zinc pour le groupe traité par ZnO, A.longa et Zn en

comparaison avec le lot Ni.

Concernant la répartition de NPs-ZnO entre les organes étudies nous observons que la

concentration le plus élevé de NPs-ZnO dans le cceur puis dans le foie, le rein et le poumon

successivement (figl5).

14

[EEY
[

o

nickel (pug/g)_
(=)} o4}

N
1

]
1

*

1

o

*HKC

Ni

Ni+ZnO Ni+ Ar

Ni +Zn

*kE

Ni

Ni+ZnO Ni+Ar Ni+Zn

Figure 14 : concentrations hépatique du nickel et zinc chez le groupe témoin et les groupes
expérimentaux. ‘p < 0.05; ~p<0.001, Comparaison avec groupe traités par nickel (Ni) : ° p
<0.01; © p<0.001, (n=5 rattes).
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Figure 15 : Répartition de NPs-ZnO entre les organes.
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2. Etude des paramétres biochimiques

Nos résultats montrent une augmentation significative de 1’urée (p<0.05), I’acide urique
(p<0.01), protéine totaux (p<0.001) et cholestérol (p<0.05) par contre une diminution trés
hautement significative (p<0.001) du triglycéride chez le lot Ni par rapport au témoin. Mais
on n’a signalé aucune variation de concentration sérique de créatinine. Par contre chez les lots
traités par ZnO, A. Longa et Zn nous remarquons une diminution hautement significative
d’urée et acide urique en comparaison avec let lot nickel, par contre il y a une augmentation
de facon significative de taux protéine totaux de fagon significative, hautement significative et
trés hautement significative chez les rattes traitées par A. longa, Zn et ZnO successivement.
Par ailleurs nos résultats indiquent la plante et Zn étudiées n’ont aucun effet significatif sur les

concentrations de cholestérol, triglycéride et créatinine. (Fig16)
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Figure 16: concentrations sériques d'urée, créatinine, acide urique, triglycéride, cholestérol et
protéine totaux chez les groupes témoin et les groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe

témoin (T) : "p < 0.05; “p <0.01; “"p<0.001, Comparaison avec groupe traités par nickel (Ni) : * p <0.05; ” p
<0.01; © p<0.001, (n=5 rattes).
3. Etude des paramétres enzymatiques

Nos résultats obtenus présenté dans les figures 17 révélent une augmentation trés
hautement significative (p<0.001) et hautement significative (p<0.01) de I’activité des
transaminases (TGO, TGP) chez le lot contaminé par le nickel comparé aux témoins. En
revanche nos résultats montrent aussi une diminution tres hautement significative (p<0.001)
de lactivité de transaminase (TGO, TGP) hépatique chez les lots traités par I’extrait de la
plante. Nous avons aussi remarqué une diminution trés hautement significative de 1’activité de

TGO de groupe traité par de ZnO et l'activité de TGP de groupe traité par de Zn comparé au

lot nickel.
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Figure 17 : Activité hépatique de TGO et TGP chez le groupe témoin et les groupes
expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin (T) : ~ p <0.01; = p<0.001, Comparaison
avec groupe traités par nickel (Ni) : © p<0.001, n=5 rattes.
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4. Etude des paramétres de stress oxydatif
v Etude de la peroxydation lipidique (MDA) et le glutathion réduit (GSH)

Notre résultat illustré dans les figures 18 et 19 montrent une importante augmentation de
la peroxydation lipidique au niveau de rein, poumon et cceur chez le lot contaminé par le Ni
compare au lot témoin. Par contre la contamination par le nickel induit une diminution trés
hautement significative de la concentration de GSH dans le cceur (p<<0.001) et faible variation
dans le foie. D’autre part, chez le lot traité par la nanoparticule de zinc comparé au lot Ni ;
Notre résultat montre une diminution de facon hautement significative (p<0.01) de la
peroxydation lipidique au niveau hépatique et pulmonaire, mais faible diminution au niveau
rénale et cardiaque, par ailleurs, il y'a une amélioration de la concentration de GSH hépatique
et rénal et une augmentation remarquable de la concentration de GSH myocardique.

Concernant I'effet d* A. longa on a remarqué une diminution hautement significative de
la peroxydation lipidique au niveau rénale (p<0.01), pulmonaire (p<0.01) et hépatique
(p<0.05) et une augmentation significative de la peroxydation lipidique myocardique(p<0.05),
en revanche il y' a une légere diminution de la concentration de GSH au niveau de rein et
cceur, mais il y'a une augmentation remarquable de la concentration de ce marqueur au
niveau de foie par rapport au rattes exposé seulement au nickel. Le traitement par le zinc
présent un effet bien plus important que l'effet des deux autres types de traitement sur la
peroxydation lipidique et présente aussi un effet similaire sur le taux de glutathion réduit

(GSH) en comparaison avec le lot nickel.
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Figure 18 : concentration de peroxydation lipidique au niveau tissulaire chez le groupe
témoin et les groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin (T) : 'p < 0.05; " p
<0.01;""p<0.001, Comparaison avec groupe traités par nickel (Ni) : * p <0.05; ° p <0.01;
p<0.001, (n=5 rattes).
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Figure 19 : concentrations tissulaire de glutathion (GSH) chez le groupe témoin et les
groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin (T) : p < 0.05; ~ p<0.01;
""p<0.001, Comparaison avec groupe traités par nickel (Ni) : * p <0.05; ¢ p<0.001, (n=5
rattes)
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v" Etude de l'activité de Glutathion S Transférase (GST), superoxyde dismutase

(SOD) et le pouvoir antioxydant totale (FRAP)
Les résultats obtenus (figure 20 et 21) montrent une augmentation tres hautement

significative de I’activité de GST dans le foie (p<0.001) et diminution significative de
I’activit¢ de SOD dans le foie (p< 0.001), poumon (p<0.001), cceur (p<0.01), et rein
(p< 0.05) successivement chez les groupes exposeés au nickel comparé au groupe témoins.
Tandis que, on a observé une diminution trés hautement significative (p< 0.001) de I’activité
de GST au niveau de foie dans déférents trois groupe thérapeutique par apport au lot exposé
au nickel, aussi les résultats montrent une augmentation hautement significative et trés
hautement significative de 1’activit¢ de SOD au niveau le cceur chez le groupe traité par le
ZnO, A.longa et Zn respectivement et aussi une augmentation significative trés hautement de
I’activité de SOD au niveau le rein chez le groupe traité par I A.longa et ZnO. Tandis que il
n'y a pas effet signalé sur 1’activité de SOD au niveau hépatique, et pulmonaire induit par le
Zn0O, A.longa et Zn par rapport au lot Ni.

Concernant le test de FRAP nos résultats montrent qu'une augmentation hautement
significative de pouvoir antioxydant plasmatique chez le lot Ni par rapport au lot témoin. Par
contre, et en comparaison avec let lot nickel, nous remarquons une diminution hautement
significative (p<0.01) de pouvoir antioxydant plasmatique chez le groupe traité par d'A. longa

et de zinc, et une diminution significative chez le groupe traité par ZnO (fig 22).
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Figure 20 : Variation de I’activité tissulaire de glutathion S-transférase (GSTs) chez le groupe
témoin et les groupes expérimentaux: p < 0.05; p <0.01; = p<0.001, Comparaison avec
groupe traités par nickel (Ni) : * p <0.05; ¢ p<0.001, (n=5 rattes)..
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Figure 21 : Concentrations tissulaire de super oxyde dismutase (SOD) chez le groupe témoin
et les groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin (T) : ‘p < 0.05; ~p <0.01;
""p<0.001, Comparaison avec groupe traités par nickel (Ni) : * p <0.05; ¢ p<0.001, (n=5
rattes).
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Figure 22 : Evaluation de pouvoir antioxydant plasmatique totale chez le groupe témoin et les
groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin (T) : p < 0.05; p <0.01,
Comparaison avec groupe traités par nickel (Ni) : ® p <0.001, (n=5 rattes).
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5. Corrélation entre la concentration NPs-ZnO et les parametres de stress oxydant

Les résultats obtenus dans le tableau 08 montrent une forte corrélation entre les
nanoparticules d’oxyde de zinc et les paramétres de stress oxydatif. Il y a une corrélation tres
significative (P< 0,01, p <0.05) entre NPs-ZnO et MDA, aussi entre NPs-ZnO et GSH. En
plus de ca la présence de corrélation hautement significative (P< 0,01) entre NPs-ZnO et

I'antioxydant enzymatique (SOD).

Tableau 08 : la Corrélation entre la concentration NPs-ZnO avec les parametres de stress

oxydatif
Paramétres P R®
NPs-ZnO / MDA 0.013 0.8949
NPs-ZnO / GSH 0.01 0.7567
NPs-ZnO / SOD 0.002 0.7049

44



CHAPITRE Il
DISCUSSION



CHAPITRE 111 DISCUSSION

I. Discussion
1. Etude qualitative et quantitative des molécules phytochimiques

A la recherche de nouveau composée biologique actifs, de nouveaux agents
phytothérapie et biothérapie, pourrait étre utilisés pour améliorés 1’antioxydant du traitement
médicamenteux standard. Pour cette étude nous évaluons les effets Aristoloshia longa,
nanoparticules d’oxyde de zinc et zinc contre perturbation et dommage induit par le nickel.

L’analyse phytochimique de I’extrait aqueux de I’Aristoloshia longa a montré
I’existence des plusieurs principes actifs : Les flavonoides, les terpénoides, les saponines, les
alcaloides, les sucre réducteurs et tanins. De plus, I’existence des tenures importantes des
polyphénols totaux et flavonoides. On peut dire que la plante étudiée est sources importantes
des phénols totaux.

Les métabolismes secondaires produits par cette plante possedent plusieurs activités
biologiques intéressantes, et sources des principes pharmacologies actifs contres plusieurs
pathologies. Les composés phénoliques comme les phénols, les flavonoides et tanins
considérés comme des contributeurs majeurs a la capacité antioxydant des plantes. Ces
composés ont I’intégres pour la prévention et le traitement de différentes maladies dont les
cancers, les maladies inflammatoires, antibactériens. Les polyphénols quant a eux sont
impliqués dans la santé cardiovasculaire par leurs effets vasodilatateurs, et les maladies
cardiovasculaires (kerrthi et al,2014). La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils
sont des agents antioxydants treés puissants (Higdon, et Frei 2003 ; Oszmianski et al, 2005).
En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres antioxydants
présents dans le corps. Les alcaloides peuvent étre utilisés comme antibactériens,
Antitumoraux, Antalgiques, Ils sont également des agents de traitement de la maladie
d’Alzheimer (Oszmianski et al, 2005). Les terpénoides forment une partie essentielle des
systemes de défense directs et indirects contre les herbivores et les pathogénes ((Bohlmann et
Keeling., 2008).). Les glycosides et flavonoide peuvent inhiber la croissance tumorale. Les
tanins ont des propriétés antioxydants ou encore cicatrisantes, ils vont pouvoir chélateurs les
métaux (Desmier, 2016). La saponine posséde de nombreuses activités biologiques
caractérisées par leurs propriétés tensioactives et hémolytiques (Bruneton, 1993).

2. Etude d’activité antioxydant (DPPH)

Concernant le teste antioxydant DPPH, selon les résultats enregistrés, les extraits
aqueux d’A. longa et nanoparticules d’oxyde de zinc sont dotés d’un pouvoir antioxydant
modéré, leur IC50 respective est de 12,23 et 27,847, mais relativement faible que celle
d’acide ascorbique dont la valeur est de ’ordre de 2,89 mg/ml. Les polyphénols contenus
dans l'extrait de cette plante sont probablement responsables de I’activité antioxydant
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présentent des activités anti radicalaires de ces extraits. en plus de ¢a méme de ces composes
responsable de activité anti radicalaire pour le ZnO parce que cette composés phytochimiques
responsables de la synthése des nanoparticules de zinc a base de plante (Gnanasangeetha et
Thambavani, 2013). Qui agissent efficacement comme agents réducteurs qui réduisent peut-
étre I’acétate de zinc en nanoparticules d’oxyde zinc par le processus de bio réduction, elles
peuvent étre mis au point pour les utiliser comme antioxydants.

3.Etude de la croissance corporelle et le poids relatif des organes

La réduction de poids corporel est utilisée comme indicateur de la détérioration de 1’état
de santé générale de ratte. Notre étude montre I’exposition de nickel a dose (20mg/Kg) chez
les rattes a provoqué une diminution du poids corporel.

Cet effet peut étre aussi expliqué par I'action des polluants sur le transport des éléments
nutritifs (les acides aminés, le glucose et les minéraux essentiels comme le zinc, le
magnésium, le fer...) par le sang et par conséquence, ils peuvent induire une mauvaise
assimilation des aliments par le corps (Pardeep, 2004) ont signalé que la baisse du gain de
poids corporel peut-étre di a la dégradation augmentée de lipides et de protéines par suite de
toxicité du nickel. Notre étude est concomitante a celle de (Mandava et al, 2009 ; Pardeep,
2004).

Tandis que, le traitement des rats par 1’Aristoloshia longa, ZnO et Zn entrainé une
amélioration des poids corporels par rapport aux rattes exposées au nickel.

Le traitement par I’A. longa et Zn a engendré une augmentation de poids corporel par
rapport au lot exposé au Ni. Ceci expliqué par relation est attribuée aux puissantes activités
anti-oxydantes des flavonoides et d’autres polyphénols associées a leurs propriétés redox
permettant d’¢éliminer les effets d’espéces réactives de I’oxygene (Gulcin, 1., et Cesur al
2005). ainsi que de chélateur les différents métaux de transition (Gulcin et al., 2010).Qui
permettre diminué ou limite des effet toxique de nickel.

Le traitement par le zinc améliore le poids corporel. Des effets protecteurs similaires du
Zn sur l'amélioration du gain de poids corporel des rattes ont également été observés cet
effets pourraient étre attribués a sa capacité de reduire I'accumulation de nickel dans les
organes (Pardeep, 2005) et a son réle physiologique critique dans la régulation de la structure
et du fonctionnement des cellules notre étude est compatible avec 1’étude (Pardeep ,2004) qui
montrée 1’effet bénéfique de zinc contre le perturbation des organes induit par le nickel.

Tandis qui les NP-ZnO sont capables de protéger l'intégrité de la membrane cellulaire
contre les dommages du stress oxydatif induire par nickel daugmenter les niveaux d'enzyme

antioxydants (Dawei et al., 2009 ).
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Concernant les poids relatifs des organes, nous remarquons néphromegalie, hypotrophie
hépatique et hypertrophie cardiaque Ceci est explicable, d’une part, par I’hypertrophie
tissulaire et d’autre part, par ’accumulation intense de ce métal dans ces organes cibles
(Vyskocil et al, 2003 ; Permenter et al, 2011 ; Li et al., 2015). Cette augmentation de poids
relatif des organes peut étre due a la nécrose et I’apoptose induit par le nickel (Ibrahim et
al,2011).

Le traitement par I’extrait aqueux d’A. longa a montré une amélioration de poids relatif
des organes notamment le rein et le coeur. Ce résultat est en accord avec 1’étude de Derouiche
et al 2017. Qui a montré I’effet bénéfique de I’A. longa contre 1’hypertrophie tissulaire induit
par le plomb. L’amélioration par I’A. longa est due probablement par les trois composes
phytochimiques identifiés dans cette plante comme flavonoides (folavonol, flavones et / ou
flavonoides glycosides) exercant un effet chélateur de nickel ce qui diminue leur effet toxique
sur ces organes et donc diminue les poids rélatif. Il est bien établi que les activités biologiques
des plantes médicinales sont étroitement liées a leurs composés chimiques (Miguel,2010).

Nos résultats illustres aussi un effet protecteur du Zn contre 1’augmentation de poids
relative des organes étudie. Notre étude est compatible avec 1’étude de Pardeep, 2005, qui a
montré un effet protecteur similaire du zinc en améliorant les poids relatifs des animaux. Le
zinc pourrait étre attribué a son réle physiologique critique dans la régulation de la structure et
du fonctionnement des cellules. Réles Physiologiques du zinc est encore longue (croissance,
multiplication et différentiation cellulaires - apoptose...) (Favier,1995 ) . Ce qui confirme le
développement des organes de facon proche a I'état normale.

Pour l'effet thérapeutique des nanoparticules de 1’oxyde de zinc. En Remarquant une
amélioration des poids relative cela di leur taille, de leur morphologie et porosité qui
permettra de pouvoir multifonctionnelles avec son application dans déférents domaines. Les
nanoparticules de métal sont considérées comme sdres pour les applications car elles sont plus
stables et possédent des propriétés essentielles (Zhao et Castranova, 2011). car il peut servir
de catalyseur utile pour la réduction ou I'élimination de produits chimiques toxiques (Hassan
A et al.,2016) ce qui élimine 1’effet de nickel responsable de 1I’hypertrophie tissulaire.
4.Etude de la concentration tissulaire du nickel et du zinc

Concernant I’analyse métallique au niveau tissulaire, les résultats obtenus montrent une
augmentation trés importante de la quantité de Ni au niveau du foie, ce qui refléter sur
I’accumulation (ou une fixation a) de ce métal sur ce tissu cible. Le foie est principal organe
du métabolisme des substances endogenes et exogenes (Deborah et al., 2010)

La concentration de nickel dans les tissus du foie a augmenté suite a I'administration de
nickel a des rattes normales. Parce que le foie est la principale cible de toxicité
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environnementale et professionnelle et le principal site de détoxication (Das et al, 2001). Le
nickel pénetre dans tous les organes et s'accumule principalement dans le foie (Das , 2004).
Ils peuvent provoquer certaines transformations morphologiques dans de nombreux systémes
cellulaires (Coen et al, 2001). Parce qu’il posséde une grande affinité pour le groupement
thiols protéique des membranes cellulaire hépatiques (Mathur et al.,1997) par la capacité des
composes de nickel solubles dans I'eau a traverser la membrane cellulaire et a interagir avec la
protéine cytoplasmique ((Das , 2004).

De nombreux effets nocifs du nickel sont dus a une interférence avec le métabolisme de
métaux essentiels, tels que Fe*?, Zn*2 et Cu*? (Cempel et Nikel., 2005). Les domaines a doigts
de zinc sont des cibles potentielles pour la toxicité des métaux. Plusieurs mécanismes ont été
proposés impliquant une attaque directe (par échange de métaux, formation de complexes
métalliques mixtes) et une attaque indirecte (par exemple, par oxydation) d'especes
métalliques fortuites. La capacité de Ni (Il) a se coordonner avec la soufre cystéine et a
invoquer des processus oxydants est bien établie (Bal et al., 2002). L'augmentation de
concentration de nickel corrobore I'nypothése de I'existence d'un antagonisme biologique
entre Ni2 + et Zn2. La fonction toxique du Ni résulte principalement de sa capacité a
compétition et a remplacer d'autres ions métalliques dans les enzymes et les protéines, ainsi
gu'a se lier a des composants cellulaires contenant des atomes de O, S ou N, tels que des
enzymes et des acides nucléiques Les ligands peuvent former une liaison de coordination
avec un ion métallique avec le zinc , qui sont ensuite inhibés (Cempel et nikel., 2005 ;
Sulinskiené et al, 2015 ; Akitsu, 2018 ).

Nous avons observé une diminution de la concentration de zinc dans le foie suite a la
toxicité du nickel ce résultat est compatible avec I’étude Cempel et Janicka 2002 , ce qui
peut étre d0 au fait que le nickel se mobilise et favorise 1’excrétion du zinc des organes
(Schroeder et al.,1974). Les résultats de notre étude sur les concentrations réduites de zinc
pourraient s’expliquer par le fait qu’il est excessivement utilisé pour fournir un mécanisme de
défense antioxydant ou qu’il existe un défaut dans 1’absorption / le métabolisme du zinc dans
des conditions toxiques creées par le nickel (Pardeep et al., 2004). Les anomalies du
métabolisme du zinc entrainant sa carence sont généralement attribuées a divers facteurs tels
que la mal absorption, une diminution des facteurs de liaison au zinc dans l'intestin ou une
augmentation de I'excrétion du zinc par le tractus gastro-intestinal ou par l'urine dans les
affections hépatiques chroniques (Pardeep et al., 2004). Le zinc fait partie intégrante de
nombreuses métalloenzymes telles que I'alcool déshydrogénase, notamment I'ADN et I'ARN

polymérase, la collagénase, la carboxypeptidase, la superoxyde dismutase et le déplacement
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du zinc par le nickel semble étre associé a la désactivation des enzymes critiques ((Nieboer et
al,1984).

En revanche, I’administration d’A.longa et ZnO a permis de la réduire le niveau du
nickel dans les tissus hépatiques ceci en faveur d’un processus détoxification. En effet, cette
réduction de nickel signifié que cette plante favorise une bonne élimination des ces métal
grace des composés phénoliques, par I’effet protecteurs contre 1’accumulation de nickel dans
I’organisme notamment diminué¢ l'accumulation de ces métaux lourds dans le foie des
animaux d'une maniére significative ce expliquer par l'action antioxydants des composés
phénoliques est due a leur forte tendance a chélateur les métaux par les flavonoides et tanins
(Michalak,2006;Biaye,2002). En raison de leur structure chimique spécifique, les flavonoides
peuvent chélater des ions métalliques et former des complexes (Keilig et Ludwig-
miller,2009). La chélation des métaux peut étre cruciale dans la prévention de la génération
de radicaux, qui endommage les biomolécules cibles (Jamieson et al,2006 ; Marzena, S., et
Mateusz, K. 2012) et entraine une action régulatrice sur les fonctions hépatique . Ces effets de
plante sont expliqués aussi peut étre par la réduction de I’absorption du nickel au niveau
gastro-intestinal.

Concernant le ZnO possede une capacité d'interaction avec les systemes biologiques au
niveau cellulaire car petite taille des nanomatériaux favorise leur pénétration dans la cellule.
Les mécanismes qui gouvernent la pénétration des nanomatériaux sont cependant complexes
et encore plusieurs éléments restent & elucider. 1l est bien établi que les nanomatériaux ont
une plus grande capacité de pénétrer les cellules (Nabeshi et al. 2010 ; Sakai et al., 2011) qui
donne d'effet protecteur pour diminuer la concentration de ce nickel.

L’administration de zinc a ramené les niveaux de nickel a cause 1’effet protecteurs du
zinc peut étre imputable a I'absorption de nickel dans la paroi intestinale, qui est supprimée
par une perfusion concomitante avec des niveaux élevés de zinc (foulkes et Mullen,1986).
Montrant ainsi les effets antagonistes du zinc sur la toxicité du nickel (Pardeep et al., 2004).
Le zinc pourrait avoir augmenté les niveaux de métallo-thionine ainsi qu'amélioré
I'histoarchitecture des hépatocytes chez ces rattes, ce derniere détoxifier les métaux lourds et
améliorant ainsi la rétention de Zn apres la supplémentation en Zn des rattes. Le zinc associé a
la métallothionine au cours de cette étape refléte les modifications physiologiques de la
demande de Zn nécessaire au metabolisme des acides nucléiques et des protéines
(Panemangalore et al,1983 ; Pardeep et al., 2004).
5.Etude des paramétres biochimiques

Le résultat de I’effet du nickel sur le profile lipidique a montré une augmentation
significative de la concentration sérique des composes lipidiques qui est principalement le
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cholestérol. Notre étude est concomitante a celle de Hfaiedh et al, 2008 ils ont trouvé que le
traitement par le nickel a entrainé des perturbations du métabolisme lipidique. Cette
augmentation peut étre expliquée par les dégradations intenses des lipides aux niveaux des
tissus adipeux dans 1’organisme (Cempel et Janicka, 2002). Par conséquent, un taux élevé de
cholestérol sérique peut étre hépatique. Due a un dysfonctionnement hépatique (Das et al,
2006), qui est associ¢e a 1’augmentation en triglycérides et aussi peut indiquer une possible
peroxydation lipidique de la membrane cellulaire due aux effets oxydatifs des radicaux libres
due a une nécrose du foie. De plus, peut augmenter encore les dommages oxydatifs. La LPO
constitue un processus d’oxydation radicalaire dans lequel les acides gras polyinsaturés de la
membrane cellulaire se décomposent pour donner, entre autres, des hydroperoxydes lipidiques
hautement réactifs H202 hydroxyle (Misra et al., 1990 ; Hfaiedh et al, 2008.).

Nos résultats ont démontré aussi une amélioration significatif de la concentration de
cholestérols et triglycéride chez les rattes traité par A. longa et Zn, cette amélioration
expliquer premierement La richesse des plantes en composés phénoliques, stéroides et
flavonoides est probablement a l'origine de cette amélioration et autre activités
pharmacologiques parmi eux un potentiel antioxydant, Antiathérosclérotique (Tapas et
al,2008) et antihyperlipidémiants (Atique et al., 2017). Concernant le zinc, est impliqué dans
des fonctions vitales telles que la croissance et la division cellulaire (Zalewski, et al., 1991 ;
Craig et al., 2006 ). En plus, Zn est aussi un composant important dans la membrane cellulaire
et la fonction, comme un antioxydant et protége contre la peroxydation des lipides (Prasad,
A.S.2014).

Une carence en zinc dans le régime alimentaire aurait provoqué une augmentation de la
peroxydation des lipides (Hendricks D et Mahoney A , 1972).

Notre étude sur la fonction rénale a montré une augmentation des taux sériques en I’urée
et en acide urique chez les rats traités par le nickel, qui sont considérées comme des bio-
marqueurs du dysfonction rénale et les dommages rénaux provoqué par le nickel (Prasad et
al,2006 ; Iscan et al., 1994 ). La concentration sérique ¢levée de I’'urée peut étre expliqué par
le catabolisme des composés protéiques du corps sous I’action des hormones glucocorticoides
qui jouent un réle important dans ce processus, ou les protéines peuvent étre dégradées en
acides aminés puis en urée. Le nickel s’accumule au niveau des reins, ou il induit des l1ésions
au niveau des glomérules et une protéinurie, ce qui témoigne de I’installation d’une
insuffisance rénale transitoire, avec baisse de la filtration glomérulaire (Tikare et al., 2013).
La néphrotoxicité des composés du nickel induit une néphropathie toxique avec protéinurie,

aminoacidurie et réduction de la clairance rénale. (Gitlitz et al, 1975). Comme peut étre
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expliqué la diminution d’activité des systémes anti-oxydants pourrait, chez I’insuffisant rénal,
expliquer en partie la perte de fonction endothéliale (Aznar-Salati et coll., 1995).

Tandis que, le traitement des rattes avec I’A. longa, Zn et ZnO montré une diminution
significative de concentration de 1’urée et acide urique par rapport aux rattes exposé¢ aux
nickel. Premiérement pour le zinc, des études chez I'animal ont montré que la fonction
antioxydante du zinc empéchait la toxicité des tissus rénaux. Le zinc est capable de neutraliser
les dommages oxydatifs .comme pourrait étre attribuée a son réle dans l'induction de la
métallothionéine (protéine liant le zinc), régulant ainsi les précurseurs des acides aminés pour
la synthese des protéines (Pardeep et al., 2004). Concernant les effets protecteurs de la plante.
Nous remarquons une amélioration de paramétre rénal par composés doués d’activité
antioxydante tels que les flavonoides, les polyphénols et les tanins, ces différents constituants
exercent leurs actions anti-inflammatoires, en plus leurs actions antioxydantes en inhibant la
production de I’anion superoxyde. Notre étude Contrairement & I'étude de (Benarba et
al.,2014 ) sur la toxcicité d’A. longa que montrent les 1ésions rénales graves. La diminution
de taux de paramétres rénale aprés I'administration de Nanoparticule de oxyde zinc ceci
expliqué par leur effet protecteur. Le ZnO-NPS est un élément non toxique il posséde une
capacité antioxydant qui empéche ou ralentit I'oxydation en neutralisant des radicaux libres |,
donc d’améliorer la puissance de fonctionnement du tissu pour arréter la perturbation de la
membrane cellulaire (Santhoshkumar,J ., Venkat Kumar ,S et Rajeshkumar,S., al., 2017).

A lumiére se nos résultats, la toxicité par nickel provoqué augmentation trés hautement
significative du niveau de protéines sérique a été enregistrée chez les rattes traité par ce
métal. Peut-étre expliqué par le transporté de nickel dans le sang par liaison avec de
I'albumine sérique et, a un degré moindre, de I'histidine. L’ion nickel peut également se lier
aux protéines corporelles pour former une métalloprotéine riche en nickel (Kusal, 2010) par
ce qui I’albumine joue également un role important dans le transport d’une trés grande variété
de substances endogénes et exogeénes, dont certaines peuvent étre toxiques pour 1’organisme
lorsqu’elles sont a I’état libre comme cette cas (Carter.1994) et qui permet d’augmenté de
niveau de protéine totaux. L’albumine peut lier également des métaux toxiques comme le
cuivre, le nickel et le mercure; associés a I’albumine, dans ce cas, ils ne passent plus a travers
les filtres rénaux.
6.Etude des paramétres enzymatiques

Dans la présente étude, I'intoxication au nickel a entrainé une augmentation significative
des activités du TGP, du TGO. Le foie constitue une cible importante du nickel ce qui
conduit & des nécroses hépatiques et la sortie des aminotransférases (TGO et TGP) dans le
sérum (Saad et al., 2011) ce qui s’explique clairement 1’effet hépatotoxique du nickel qui est
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pénétré dans les cellules et a traverse la membrane nucléaire (Patierno et al,1987). Ce qui est
capable d’induire la mort cellulaire des hépatocytes par nécrose due aux effets du production
accrue des radicaux libres conduisant a la lyse cellulaire accompagnée par libération des
constituants hépatiques et cellulaire notamment les transaminases vers le milieu
extracellulaire (Pari et Amudha, 2011; He et al., 2013) en raison de Iésions des membranes
des hépatocytes, entrainant une libération accrue et la fuite de ces enzymes du cytosol du foie
nécessaire pour la libération de ces enzymes a partir au tissu dans le plasma (Pardeep et al,
2004; Leelavinothan et Kasinathan, 2011; Pari et Amudha, 2011; El-Elaimy et EI-Nabi,
1990) .

Dans nos conditions expérimentales, les traitements des rattes par ZnO, Aristoloshia
longa et Zn a engendré une diminution de I’activité enzymatique de TGO et TGP par rapport
aux rattes exposées de nickel ceci peut expliquer par le réle important de ZnO qui posséde
un effet hépato protecteur par piégeage des radicaux libres ou par augmentation de I'activité
des antioxydants, qui détoxifient ensuite les radicaux libres par effet antihépatotoxique
(Hambidge et Krebs, 2007). Ces facteurs protegent les cellules hépatiques des effets néfastes
de ce métal, qui pourraient se transformer en hépatocarcinome traduit probablement par des
NP-ZnO a faible concentration, qui maintiennent la régulation des enzymes et de la synthese
des protéines essentielles a 1’intégrité des membranes Cellulaires (Hambidge et Krebs, 2007).

L’A. longa inhibe des dommages hépatiques causés par le Nickel. Ce fait par les
composées phénoliques qui posséde une effet hépato protecteurs et antioxydants primaires,
par inactivent les radicaux libres qui donne une lésion hépatique (wiart , 2006).ceci pourrait
étre di a la réduction de I’accumulation des radicaux libres et la protection contre le stress
oxydatif par Daristoloshia longa. La propriété anti-inflammatoire des especes est
probablement le résultat d’une intraction directe entre 1’acide aristoloshique et les dérives de
la phospholiopases A2 aristoloshique constituent principale d’Aristoloshia longa. De plus,
phosopholipase A2 est une enzyme catalyse I’hydrolyse de 1’acide aristoloshique
membranaire ce qui conduit a la formation des médiateurs anti-inflammatoire locaux tels que
les Prostaglandines (PG) .L’acide arachidonique est un intermédiaire clé biologique qui est
converti en un grand nombre d’eicosanoides possédant une activité biologique puissante
(wiart , 2006).

Le traitement par le zinc entraine une correction de I’activité enzymatique de TGO et
TGP plasmatique, ce qui pourrait étre attribué a I'efficacité antiradicalaire / anti-oxydante et
chélatante des métaux de cet élément. (Djemli et and Kechrid,2013) et stabilisation de la
membrane cellulaire. Par conséquence le zinc ayant protégeait la fonction hépatique de
I'intoxication au nickel, par leur effet hépatoprotecteur dans différentes conditions toxiques.
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Ces résultats sont en bon accord avec ceux obtenus par d’autres études qui ont postulé le role
bénéfique du zinc sur les modifications histologiques et enzymatiques chez les rattes (Djemli
et al, 2012).

7.Etude des paramétres de stress oxydatif

Concernant les parameétres de stress oxydatif, le traitement par le nickel a montré une
altération remarquable des systemes de défense antioxydants (enzymatiques et non
enzymatiques) et la peroxydation lipidique (lipoperoxydation) . 1l peut se produire en raison
de la surproduction d'oxydants, la diminution de la défense antioxydante ou une combinaison
de ces deux facteurs (Ece et al., 2007). Parallelement, des recherches antérieures avaient
indiqué I'implication du stress oxydant dans les mécanismes de toxicité induits par le nickel
(Cavallo et al., 2003). En fait, le stress oxydant est le résultat des processus de multi-étape.

Dans notre étude, I’intoxication au nickel induire la stresse oxydative par
l'augmentation peroxydation lipidiques et diminution de niveaux systémes de défense
antioxydants GSH, GST et SOD au niveau des organes étudiés. Ce résultat est en accord
avec I’é¢tude de Djemli et Kechrid 2013 et 1’é¢tude de Mahmoud 2012 qui ont montré
l'augmentation des niveaux du MDA dans la toxicité du nickel et I’é¢tude la réduction des
niveaux de GSH dans la toxicité du nickel.

Dans notre résultats on a montrer ’augmentation des niveaux du MDA rénal, cardiaque
et pulmonaire apres exposition de nickel. Ce qui expliqué par des effets néfastes de I'action
du nickel dans le corps et I'induction de la formation d'especes réactives de lI'oxygene (ROS)
et l'augmentation de la peroxydation des lipides dans les cellules.LPO constitue un processus
d'oxydation radicalaire dans lequel les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire
(Pardeep et al,2004) décomposent pour donner, entre autres, des hydroperoxydes lipidiques
hautement réactifs (H202), un radical hydroxyle (OH") et du malondialdéhyde. 11 a été
démontré que le malondialdéhyde provoque la réticulation et la polymérisation des
composants de la membrane et peut contribuer aux effets mutagénes, génotoxiques qui est
provoqué par I’altération des mécanismes de défense antioxydant; y compris la détoxication et
les enzymes de balayage, ou bien par I’augmentation de la peroxydation lipidique suite a
I’interaction entre les Espéces Réactives a 1’Oxygene (ERO) et les membranes cellulaires
(Attig et al., 2010 ; Misra et al., 1990).

Dans notre étude expérimentale, les résultats montrent une diminution significative du
niveau glutathion au niveau le foie, et le cceur chez les rattes contaminé par le nickel. Ceci
peut étre expliqué par le groupe sulfhydryle de la fraction cystéine du glutathion a une haute
affinité pour les métaux, formant des complexes de mercaptides thermodynamigquement
stables avec plusieurs métaux (Djemli et Kechrid,2013). Autrement, le GSH peut étre oxyde

53



CHAPITRE 111 DISCUSSION

en raison de l'interaction avec les radicaux libres induits par le nickel. Ces complexes sont
inertes et peuvent étre excrétés via la bile. Par conséquent, le niveau de GSH peut étre
consommeé pendant la détoxication du nickel (Manna et al., 2008; Mohandas, 2010) .Ces
composés entrent dans les réactions d’oxydoréduction ou les réactions de conjugaison
nécessitant du glutathion réduit, entrainant sa forte consommation, et donc sa diminution dans
les cellules vivantes (Aouacheri et al., 2009) ce qu’il explique clairement le role critique du
glutathion réduit dans la biotransformation de substances exogénes y compris les métaux
lourds (San Miguel et al., 2013).

Notre résultats ont montré une diminution de I'activit¢ de SOD au niveau le foie, rein,
cceur et poumon et augmentation de GST hépatique chez le groupe exposé au nickel par
rapport au témoin, ceci peut étre due au fait que les intermédiaires toxiques produits dans le
foie lors du metabolisme des contaminants peuvent inactiver l'enzyme, entrainant une
réduction de l'activité de la GST (Mahmoud,et al., 1995). Parallelement la diminution de
I'activité de la SOD peut étre due a son inhibition par la production excessive de ROS, comme
en témoigne la LPO dans la présente étude. Une production excessive de ROS peut entrainer
des modifications de I'activité biologique des macromolécules cellulaires. Par conséquent, la
réduction de l'activité de la SOD peut entrainer un certain nombre d'effets déléteres dus a
l'accumulation de radicaux superoxydes. L’administration de nickel chez les rattes dans la
présente étude peut conduire a la génération d’un radical peroxy, O2—, associé a 1’inactivation
de la SOD.

Notre résultats a montré une restauration du taux de MDA et une amélioration de
systémes antioxydant grace a I'efficacité de notre systeme thérapeutique (ZnO, A. longa et Zn)
contre l'altération oxydative induit par le nickel.

Le Zn est un excellent antioxydant qui empéche la synthése des radicaux libres
d’oxygeéne qui sont responsables du stress oxydative (Fernandez et al., 2003) .1l peut exercer
cet effet antioxydant protecteur en stabilisant les membranes lipidiques et en empéchant la
peroxydation lipidique (Pardeep et al,2004). Le mécanisme d’action des effets antioxydants
du zinc par la compétition avec les ions métallique pour se lier au membranes cellulaires et
protéines, déplacant ces métaux actifs redox, qui catalysent la production de OHe a partir de
H202 et peut donc diminuer la production de radicaux libres au niveau du site de liaison au
ligand (Bray et Bettger,1989 ) De plus, le zinc est également connu pour induire la synthése
de méthallothionéine (MT), une protéine capable de se lier aux métaux lourds et de piéger les
radicaux hydroxyles qui ayant un réle dans la détoxification des métaux lourds, comme agent
anti-radicalaire (Rostan et al,2002) . Le Zn capable de neutraliser les dommages oxydatifs
induits par le Ni. En conséquence le zinc augmente I’activation des protéines antioxydants,
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des molécules et des enzymes glutathion (GSH), GST et la SOD et réduit également les
activités des enzymes favorisant I'oxydation telles que l'acide nitrique synthase inductible,
NADPH oxydase et inhibe la production de produits de peroxydation lipidique.

L’amélioration remarquable des paramétres de stress oxydatif apres le traitement par
I’A. longa au niveau des organes étudies peut expliquer comme suite : la plante possede une
activité antioxydant basé sur I’élimination des radicaux libre et la restauration de la présence
de la balance oxydants/ antioxydants durant la toxicité induite par ce métal. La présence des
polyphénols et des flavonoides dans I’A. longa pourrait étre responsable de 1’activité
antioxydante (Keilig et Ludwig-miller,2009 ; Leopoldini et al.,2011).les flavonoides sont des
composés de métabolisme secondaires le plus important de la plante modulant la
peroxydation lipidique .les groupes phénoliques de polyphénols peuvent accepter un électron
pour former les radicaux phénoxyles relativement stable ,ce qui perturber les réaction
d'oxydation en chaine des composants cellulaire (Mohan et al.,2014). lls ont été montrés que
les diterpenes phénolique a agir comme antioxydants primaires en faisant dont d'hydrogéne
aux radicaux lipidiques et ralentissant ainsi la peroxydation lipidique (Grassmann,
2005). Selon 1’étude d’Arora et al., 2000. Les composes phénoliques (en particulier les
flavonoides) sont capables de modifier la cinétique de la peroxydation en modifiant I'ordre de
remplissage des lipides. lls stabilisent les membranes en diminuant leur fluidité (en fonction
de la concentration), entravent la diffusion des radicaux libres et limitent la réaction de
peroxydation. Peut serir de mécanisme de composé antioxydants ces composés phénoliques
expriment les propriétés anti oxydantes par ; le piégeage directe des especes réactives de
I’oxygene, la suppression de la formation des ROS par I'inhibitions de quelques enzymes ou
chélation des ions métallique impliqués dans leur production (Nikwil et al., 2014), ce qui
explique la diminution des concentrations de ’MDA. En conséquence, I'augmentation du taux
de GSH et I'activité de SOD.

Notre résultat montre aussi une amélioration des paramétres des stress oxydatif par
traitement de nanoparticule d’oxyde de zinc. Nos résultats sont en accord avec Sharma et al.
(2012) qui ont déclaré que les NPs-ZnO peuvent ameliorer [l'activité antioxydant par
augmentation de l'activité des antioxydants et réduire les niveaux de radicaux libres. Ceci
expliqué par la présence de corrélation entre les concentrations tissulaires de NPs-ZnO et
parameétres de stresse oxydatif (MDA, GSH et SOD) remarquons de notre résultats preuve
de la capacité protecteur de NPs-ZnO en éliminant les radicaux libres, ou en renforgant
I'activité des antioxydants, qui détoxifient ensuite les radicaux libres. Comme en témoigne la
diminution significative de la peroxydation des lipides (LPO) et I’augmentation du niveau
d’enzymes antioxydantes (GSH, SOD), ces facteurs protégent les cellules contre 1’effet
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néfaste des ROS induit par le nickel. le ZnO a des caractéristiques spécifiques telles que la
taille, la distribution et la morphologie, aussi Le rapport surface / volume des NP est trés
élevé, ce qui augmente leur réactivité par rapport aux parties plus grandes du méme composé
et aussi une plus grande capacité de pénétrer les cellules (Nabeshi et al. 2010; Sakai et al.,
2011).

Le test FRAP, un test simple et automatisé mesurant la capacité de réduction ferrique du
plasma, est présent¢ comme une nouvelle méthode permettant d’évaluer le «pouvoir
antioxydant». La réduction des ions ferriques en ions ferreux et mesurant les dommages
tissulaires induits par le stress ferrique réducteur-oxydant 1’augmentation de activité de FRAP
explique par ’augmentation de La capacité antioxydante du plasma est la principale mesure
et le principal marqueur pour évaluer 1’état et le potentiel du stress oxydatif dans le corps. Le
plasma contient de nombreux composés qui agissent contre les stress oxydatifs de
I’organisme, protégeant ainsi la cellule et les biomolécules cellulaires des dommages. L'action
combinée de toutes les molécules antioxydantes dans le plasma représente la capacité
antioxydante du plasma (Pandey et Rizvi 2010 ; Tiwari et al., 2013).

la diminution de l'activité de FRAP de trois groupe thérapeutique ZnO , A.longa et Zn.
explique par excellent antioxydant de plante et Zn qui empéche la synthése des radicaux
libres d’oxygeéne qui sont responsables du stress oxydative (Fernandez et al., 2003;
Bakchiche et Gherib., 2014).La propriété la mieux décrite des composés phénoliques est la
capacité antioxydante vis-a-vis des radicaux libres normalement produits par le métabolisme
des cellules ou en réponse a des facteurs externes. Les polyphénols éliminent les radicaux
libres et les especes d’oxygene réactives (ROS), rendus inactifs (Leopoldini et al., 2011) et
leur pouvoir de chélation des ions de fer ferreux. Les nanoparticules d'oxyde métallique ont
des applications car il peut servir de catalyseur utile pour la réduction ou I'élimination de
produits chimiques piégeage des radicaux libres ou par augmentation de l'activité des

antioxydants, qui détoxifient ensuite les radicaux libres et diminution de leur taux.
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CONCLUSION

L'utilisation des plantes médicinales, oligoélément et nanoparticule sont encore
Aujourd'hui la forme de médecine le plus répandue a travers le monde, qui permet de
remédier a des problémes du quotidien de maniere naturelle. Notre travail a été pour
I'objective d'évaluer I'effet de nanoparticules d'oxyde de zinc, I'Aristiolochia longa et le zinc
sur des rattes Wistar Albinos contaminé par le nickel. A la lumiere des résultats obtenus, en
peut conclure que :

- L'analyse phytochimique montre que [I'Aristolochia longa est trés riche en
polyphénols, flavonoides, tanins, alcaloides, saponines, terpenoides et sucres réducteurs. Ce
qui nous permet de découvrir une nouvelle source des molécules bioactives ont un important
effet thérapeutique contre plusieurs pathologies.

- L’étude de I’activité biologique in-vitro de I’extraits aqueux d'Aristolochia longa et
nanoparticule d'oxyde de zinc a montré que les deux molécules possedent une remarquable
pouvoir antioxydant. Ces composants pourraient donc constituer comme de composé a réduire
les agents pro-oxydants.

- L'étude physiologique a montré que le traitement par NPs-ZnO, A. longa et Zinc
augmente le poids corporel des rattes et améliore le poids relatif des organes notamment le
rein, le cceur et poumon. Ce qui montre clairement 1’efficacité de ces différentes formes
thérapeutiques contre des altérations tissulaires de ces organes et que l'absence de I'effet
secondaire toxigue sur ces organes cible.

- Nos résultats ont montré aussi que 1’A. longa, le NPs-ZnO et le Zinc baissent la teneur
de Nickel au niveau le foie ce qui montrer I'effet chélateur de ces types thérapeutiques en
diminuant leur concentration dans I'organisme et réduisant donc leur toxicité tissulaire.

- Le traitement par NPs-ZnO, Aristiolochia longa et Zinc induit une importante
restauration de certains parametres biochimique ce qui montre I'effet protecteur de ces types
thérapeutiques contre des altérations métaboliques et physiologiques de plusieurs systemes
biologiques en relation avec les parameétres étudiés.

- Le traitement par NPs-ZnO, A. longa et Zinc diminue I'état de stress oxydant induit par
I'exposition au nickel par une limitation des phénomeénes radicalaires et une réparation des
dommages oxydantes en diminuant la peroxydation lipidique au niveau rénale ,cardiaque et
pulmonaire en améliorant la mobilité de la défense antioxydant dans les organes étudies ce
qui montre aussi d'une autre fagon l'effet protecteur de ces types des traitements contre les

pathologie associe au stress oxydant dont I'inflammation, le cancer ....etc.
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- La corrélation entre les concentrations tissulaires de NPs-ZnO et parameétres de stress
oxydatif que montré I'excellente capacité d'antioxydant de nanoparticules d'oxyde de zinc
contre I'attaque radicalaire et I'effet cytotoxiques de nickel. Spécifique dans les organes cibles
par NPs-ZnO.

A la lumiere de cette étude, nous avons enregistré que l'utilisation de nanoparticule
d’oxyde zinc, I’Aristiolochia longa et le zinc n'a aucun effet perturbateur sur les organes
étudie ce qui nous permet de confirmer I'effet bénéfique de types thérapeutiques sur I'état de
santé des utilisateurs.

Perspective

Nos résultats sont pour nous remarquables car ils ouvrent dans la future des perspectives
expérimentales qui devraient nous permettre d'identifier clairement :

- Etudie l'effet thérapeutique de nanoparticule de I'oxyde de zinc contre des maladies
aigue et chronique notamment les maladies cardiovasculaire.

- Etudier I'effet de zinc nanoparticule au niveau d'/ADN génomique

- Ftudie I’effet protecteur possible de la nanoparticule de l'oxyde de zinc synthétisé a
base des autres plantes

- Réaliser une étude des mecanismes d'action au niveau moléculaire et cellulaire des

types des traitements étudiés.
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Résumé

L’objectif de ce travail est I'étudié 'effet protecteur de 1’Aristolochia longa, le zinc et les nanoparticules de zinc
contre la variation des parametres biochimiques et de stress oxydatif chez des rattes exposées de fagcon aigue au
nickel. Il s’agit d’une étude expérimentale menée au laboratoire sur 25 rattes femelles de la souche wistar répartis en
cinq lots de cinq rattes chacun dont le premier lot sert de témoin, le second lot est contaminé par le nickel (20mg/kg),
le troisieme lot est contaminé par le nickel et traité par zinc nanoparticule, le quatrieme lot est contaminé par le nickel
et traité par 1’A. longa, le cinquiéme lot est contaminé par le nickel et traité par le zinc pendant 20 jours. Des
parametres biochimiques et de stress oxydatif ont été analysé sur les rattes des différents groupes traités pour évaluer
Iefficacité de différent systémes thérapeutiques. A partir de I’analyse de nos résultats, on observe une diminution
considérable de poids corporelle des rattes contaminées par le nickel et une augmentation de poids relatifs de certain
organes prélevés (reins et poumon) chez le groupe contaminé par le Ni par rapport au témoin. Les résultats ont
montré aussi des changements notables dans les parametres biochimiques par une augmentation significative

(p<0.05) de la concentration sérique d'acide urique, urée, et cholestérol avec une augmentation important de taux de
protéine totale. Cependant, l'activités sérique des transaminases (TGO et TGP) ont présenté une augmentation

remarquable (p<0.05) chez les rattes contaminées par le nickel en comparaison avec le témoin. Les résultats obtenus
révelent également une bioaccumulation de Ni et un stress oxydatif chez lot contaminée par le nickel, avec une
augmentation de niveau de Ni hépatique, de I'MDA tissulaire (rein, cceur et poumon) et la synthése des antioxydants
total et une diminution de niveau de GSH et de I'activité de SOD et GST tissulaire. Le traitement par nanoparticule de
I’oxyde de zinc, L’A. longa et zinc améliore les parameétres biochimiques et réduisant le taux du nickel tissulaire,
avec protection des organes contre les attaques oxydatif radicalaires induit par le nickel. En conclusion, cette étude
montre que les traitements par 1I’A. longa, le zinc et surtout la nouvelle molécule de nanoparticule d’oxyde de zinc
synthétisé biologiquement & base de I’A. longa induit un effet bénéfique contre la toxicité de nickel au niveau
moléculaire et tissulaire.

Mots clé : Nickel, Nanoparticule d’oxyde de zinc, Aristolochia longa, Zinc, Stress oxydant, rattes Wistar.
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