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Résumé

Les Nanoparticules d'oxyde de nickel ont des danganitaires séverescapables
d'induire des effets cancérogénes qui peuventaitaués par nombreux antioxydants. Cette
étude a été réalisée pour déterminer les effeteqeurs de I'extraitméthanolique Bétama
sphaerocarpéEMRS) contre lintoxication par lesNps-NiOchez Ies®uris malesMus

musculugie la souche BALB/C.

L’EMRs a été obtenu par macération de 100 g daf® b0 de méthanol pendant
72 h suivie par I'évaporation du ce solvant. Lesrsoont été réparties enquatre groupes de
cing souris chacun : un groupe a servi de témoitegtautres ont recu respectivement:
EMRs(250mg/kg), les Nps-NiO (10mg/kg) etla combsoai des Nps-NiO+EMRs.Tous les
groups ont été traités pour une durée de trents.jiln dosage des paramétres biochimiques
(glucides, protéines et lipides) et sanguins (FN8)si qu’une panoplie de tests de

comportement ont été effectués.

Le rendement de l'extraction en EMRs est remarguéb4,17%.). Les résultats
obtenus ont montré une diminution de gain de paidsi une augmentation de poids relatifs
du foie chez les souris intoxiquéespar lesNps-Ni&dosage desbiomarqueurs biochimiques
a montré 'augmentation significative de la concatidn des glucides,protéines et des lipides
totaux. L'effet toxique du Nps-NiO a été aussi qui par une perturbation significativedes
comportements des souris. De plus, les résultastodogiques ont montré une augmentation
du nombre des globules rouges, une réduction damittocrite et une augmentation de
nombre des globules blancs et plaquettesen corsparaivec les souris témoins. Tous ces
parametres ne sont pas significativement améliakes le traitement par 'TEMR<Ceci
n'empéche pas de proposer 'lEMRs dans quelconghénsx thérapeutique lors d’une

I'intoxication par le NPs-NiO.

Mots clés Nps-NiO nanoparticules d 'oxyde de Nickel, EMRgrat méthanolique de

Rétama sphaerocarpa, Stress Oxydatif, Hématotéxidépatotoxicité, souris



Abstract

Nickel oxide nanoparticles have severe health hazards capable of inducing
carcinogenic effects that can be mitigated by many antioxidants. This study was conducted to
determine the protective effects of the methanolic extract of Retama sphaerocarpa(EMRS)
againstNps-NiO intoxication in male BALB/C strain Mus musculus mice.

EMRs were obtained by macerating 100 g in 1000 ml of methanol for 72 h followed
by evaporation of this solvent. The mice were divided into four groups of five mice each: one
group served as a control and the others received EMRs (250mg/kg), Nps-NiO (10mg/kg) and
Nps-NiO+EMRs in combination, respectively. All groups were treated for 30 days.
Biochemical (carbohydrates, proteins and lipids) and blood parameters were measured, as

well as arange of behavioura tests.

The extraction efficiency in E-Rs is remarkable (34.17%.). The results obtained
showed a decrease in weight gain as well as an increase in relative liver weight in mice
intoxicated withNps-NiO. The assay of biochemical biomarkers showed a significant
increase in the concentration of carbohydrates, proteins and total lipids. The toxic effect of
Nps-NiO was aso indicated by a significant disturbance in the behaviour of mice. In
addition, hematological results showed an increase in red blood cell count, a reduction in
hematocrit and an increase in white blood cell and platelet counts compared to control mice.
All of these parameters are not significantly improved with TRA treatment. This does not

preclude the use of EMRs in any treatment regimen for NPs-NiO intoxication.

Key words: Nps-NiO nanoparticles of Nickel Oxide, EMRs methanolic extract of Retama
sphaerocarpa, Oxidative Stress, Hematotoxicity, Hepatotoxicity, mouse
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Introduction

INTRODUCTION

Depuis la preéhistoire, I'étre humain recherche daos environnement (plantes,
animaux, pierres) ce qui soulage ses maux et itrage blessures. Une tendance récente
consiste a recherché dans les plantes de nouveti&cules qui servent comme reméde a
certaines maladies cancer, paludismi€ur¢, 2010). Selon I'organisation mondiale de la
santé (O.M.S), prés de 6377 espéces de plantaisiisde en Afrique, dont plus de 400 sont
des plantes médicinales qui constituent 90% deédecine traditionnel({®iallo, 2005). Les
especes veégetales qui poussent dans le monde posigEdent des vertus thérapeutiques car
elles contiennent des principes actifs qui agisdesttement sur I'organisme. Nous pouvons
citer comme exemple les alcaloides, les terpemssstéroides, les polyphénols, les huiles
essentielle, les vitamin@enhamza, 2008). Les polyphénols représentent I'un des groupes
les plus importants du fait qu’ils aient une failllexicité et de nombreux avantages
biologiques pour l'organisme. En effet, on lesibtte des prospérités antioxydantes, anti-
inflammatoires et anti tumoral€Seguin, 2012).Le genre Retama appartenant a la famille des
fabaceaesse trouve en Afrique, aux iles canaraess BEurope et I’Asie occidentalBiisson
et al.,2014).Le Genre Retama se divise en quatre especesR#samasphaerocarpqui est
un arbuste légumineux de 1 a 2 m de haut, a rampabg&scents plus ou moins dressés
portant un grand nombre de branche vertes de eliffés longueurs et les fleurs sont jaunes et
tres petitePugnaireet al., 1996; Boussahel, 2011).Une large gamme de produits
pharmaceutiques ayant des activités anti-inflamiretp antioxydantes, hypoglycémiques,
diurétique, hypotenseur et ocytocique ont été asteapartir deRetamasphaerocarp@iouati
et al.,2015).

Les nanoparticules (NPs) ont suscité une attergixgeptionnelle dans le monde
entier en raison de leurs nombreuses applicatiorsues effets négatifs. La fabrication et
l'utilisation de produits a base de nanotechnokegigtraine leur rejet dans l'environnement,
ce qui peut contaminer les aliments etl'eau erdrdifinalement son entrée dans le corps
humain (Prabhakar et al., 2011).Les nanoparticules d'oxyde de nickel (NPs-NiO)nge
une importance particuliére pour leurs avantagesnoerciaux bien connus. A I'échelle des
nanodimensions, ces NPs-NiO offrent d'extraordesaapplications dans tous les domaines.
Par exemple, les couches minces nanostructuresi@desbht éprouvées en tant que des
biocapteurs pour la détection du cholestérol dass dchantillons de sérunKdur et
al.,2017). Néanmoins,des préoccupations quant a leurs dffigiques en cas d'exposition

chronigue ont été soulevées. L'exposition professbe aux NPs-NiO se produit lors de la
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production d'alliages, la galvanoplastie, le raffa et le soudag®énkhaus e tSalnikow,
2002).L'évaluation de la toxicité des NPs des oxydes ligiias a montré la génération de les
especes réactives d'oxygene (ERO) comme causeeds sixydatif, qui est considéré comme

le mécanisme d'appel pour les effets nocifs incharsle NPENd et al., 2009).

L’objectif de cette étude est d'évaluer I'intoxioat par les NPs-NiO en s’intéressant
particulierement aux altérations biochimiques et troubles comportementaux et sanguins
liés a une exposition subchronique a ces moléeaild&pprécier I'effet protecteur de I'extrait
meéthanolique d®étama sphaerocarpzhez les souris blancheifin atteindre cet objectif, ce

mémoire traitera :

> Une partie bibliographique rapportant des inforovai de base qui servent a faciliter

la compréhension du travail expérimental.

> Une partie expérimentale dans laquelle seront eédgpose matériel et les méthodes

utilisés ainsi que les résultats et leur discussion
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Chapitre | Le stress oxydant

l. Stress oxydant
L'oxygéne est la molécule la plus abondante darsystéme biologique bien que peu

réactif en raison des restrictions de spin, il texen tant que radical et réagit donc extrémement
rapide avec d'autres radicaux, I'oxygene lui-méstes@uvent la source de tels radicaux car des
especes partiellement réduites sont générées paradeessus métaboliques normaux et certain
éspeces réactives peuvent s'échapper. En conséguencespéeces réactives de l'oxygene
(ERO) sont des intérmediares toxicologiques impistat sont généralement impliquées dans
le stress oxydar{Keher , 2000).

1.1.Définition du stress oxydant

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydsulte d’'un déséquilibre de la
balance « pro-oxydants — antioxydants » en favesr akydants, ce qui se traduit par des
dommages oxydatifs de I'ensemble des constituaetkil@ires : les lipides avec une
perturbation des membranes cellulaires, les preséavec I'altération des récepteurs et des
enzymes, les acides nucléiques avec un risque datiotuet de cancérisatiqfigure 1). Un
stress oxydatif peut donc se développer suite asumgroduction des oxydants comme les
especes activées de I'oxygéne et/ou a une dimmutes systémes de défense antioxydants
(Sergentet al., 2000).

nutrition
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Figure 01: balance entre le systeme ptooxydant et antioxy(@avier , 2006).



Chapitre | Le stress oxydant

|.2.Stress oxydant physiologique et pathologique

En 1991, la notion de stress oxydant est définmerae l'incapacité de I'organisme a se
défendre contre l'agression des éspéces oxygecidesesg, suite a un déséquilibre lié soit a une
production accrue des ERO, soit a une diminutiotadmapacité de défense antioxydante . La
pollution, le tabagisme, une consommation exces$aieool, la prise de pilule contraceptive,
I'exposition immodérée au soleil ou a des radiatisans protection suffisante, la pratique du
sport de haut niveau et linflammation chroniquetspar exemple autant de sources de
production des ERO Une alimentation pauvre endrait legumes ou se trouve la majeure
partie des antioxydants nécessaires (vitamines EE agtroténoides, polyphénols) favorise une
baisse de la capacité antioxydante. Si un streggaox n'est pas une maladie en soi il constitue
un terrain favorable au développement de pathadogiiverses. Un stress oxydant
«pathologique» est ainsi potentiellement impliqaéside nombreuses affections ou dans le
développement de complications associées a celledi@bete). A titre d'exemple ,I'oxydation
des lipides est un facteur favorisant la survereiendladies cardiovasculaires tandis que celle
de I'ADN se retrouve dans diverses étapes qui ¢seduau développement de cancérs.
cours du temps, la notion de stress oxydant a évadtamment avec l'avénement de la biologie
moléculaire qui a montré que les ERO ont aussibleyphysiologique important En effet les
ERO produites en permanence dans l'organisme sopliguées dans le maintien de
I'homéostasie cellulaire (prolifération cellulairormale, métabolisme normal, état redox
normal pour I'expression de genes). Dans cettepeetise, les antioxydants sont alors des
régulateurs de la production des ERO, dont ilsiprénent les effets délétéres potentiels. La
vraisemblable nécessité d'un stress oxydant «plogsime» régulateur expliqgue sans doute en
partie les échecs relatif d'études interventiomselbasées sur des supplémentations en

antioxydantgDefraigne et Pincemail , 2008).

|.3.Radicaux libres

Les radicaux libers sont des especes chimiquesést@u molécules) qui possedent un
ou plusieurs électrons célibataires (€lectron n@pag€) occupant un orbitale externe
(Halliwell , 1989). Des sources importantes de radicaux libres sonnésanismes de cycles
redox que produit dans I'organisme;l'oxydation deléoules comme les quinones. Ce cycle
redox a lieu soit spontanément, soit surtout tlrd'oxydation de ces composés au niveau du
cytochromeP450.Ce mécanisme est souvent incrinane gxpliquer la toxicité de l'alcool, des

résidus de la fumée de cigarette, ou de nombreulcar@ents ; mais il se produit aussi avec
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des composés endogenes comme l'acide lévuliniqueurbut les catécholamines. Les
métauxtoxiques (chrome, cuivre,..), mais aussi Uare et le fer libres (existant lors de
surcharges générales ou localisées) générent dieaua hydroxyles, trés réactifs, a partir de
I'espéce peu réactive,8,, par une réaction appelée réaction de Fentonpasiules inhalées
(amiante, silice) sont aussi des sources de radidanes, d'une part parce qu'elles exacerbent
la phagocytose, d'autre part parce que leur sudsicipissée de sels de fer. Les rayonnements
sont capables de générer des radicaux libresesastindant la molécule d'eau lorsqu'il s'agit
des rayons ionisants X au soit en activant des molécules photosensibilesatdrsqu'il s'agit
des rayons ultraviolets qui vont par ce mécanismuglypre des anions superoxydes et de
l'oxygene singuletFavier , 2003).

[.3.1.Espéces réactif de I'oxygene ERO

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laguds étres aérobies puisent leur
énergie, joue un réle capital dans la cellule amptant I'oxydation de coenzymes transporteurs
d'hydrogene ou d'électrons avec la phosphorilad®®DP en ATP (AdenosineTriPhosphate).
Les conséquences de cette activité mitochondr@ié doubles et paradoxales. D'une part, la
mitochondrie fournit a la cellule une source digreimportante puisque 36 molécules d'ATP
a haut potentiel énergétique sont générées lois deluction de I'oxygene. Par contre, dans les
conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 % dtéters s’échappent, réagissent directement
avec l'oxygéne dissous dans le cytoplasme et domaessance a des ER(Haleng et al. ,
2007)

A.L'Anion superoxyde

L'ion superoxyde (@) est un dérivé trés réactif de I'oxygéne. Il esbduit au cours du

métabolisme mitochondrial a la suite de la réactiamante.
‘0-0O+e ===0D-0°(0,) (Pastre, 2005)

La durée de vie du radical O2 ainsi créé est tres courte du fait de sa fortetrngte. Il va
ainsi interagir rapidement avec son environnemerdgctd (molécules de solvant). L'anion
superoxyde est un souvent désigné comme une deésesspermettant la production de

nombreuses autres espéces réactives de I'oxyfe@eemier , 2016).
B.Radical hydroxyle OH

Le radical libre hydroxyle (OH®) est tres réactfon temps de demi-vie en milieu
aqueux est de 10-6 secondes. Il peut réagir avemabdreuses molécules comme 'ADN, les

glucides, les nucléotides, les protéines et éttarigine de Iésions de nécrose. C’est un derive
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de I'ion superoxyde. Il peut étre produit a la sude diverses réactions. Nous en citerons deux

a titre d’exemple, comme :

la réaction d’Haber-Weiss : O2 H+ + O, +Feé® ——110° +H,0 +F&*

- la réaction de Fenton B, + F€"+ H =>1F& + H,0 +HO° (Pastre, 2005).

C.Peroxyde d’hydrogéne

Le radical peroxyde est considéré comme une espzaive dérivée de I'oxygene (ERO)
méme s’il n'a pas une structure radicalaire caesl capable d’initier ou de propager des
dommages oxydatifs. Il peut étre produit au cowes hécanismes illustrés par les équations

suivantes :
O-+H __HHE
2 HG,® HL0, — _(Pastre , 2005).
D.L'oxygéne singulet

Lorsque de I'énergie est apportée a l'oxygene, ialpasse a I'état singulet qui
représente la forme activée. C’est une forme tresgé&tique de grande réactivité qui peut
oxyder de nombreuses molécules. Il est formé arpdatl'ion superoxyde selon la reaction

suivante :
°0-0° =D2. (sous I'action de la lumiér@Pastre , 2005).
E.Especes réactives de I'azote

:Les espeéeces réactives de I'azote proviennent tealtgion des ROS avec le monoxyde d’azote
NOs. Ces reactions sont catalysées par la NO syatlo@nt il existe 3 types: neuronale,
endothéliale ou inductible. Dans des conditionsspilggiques, I'oxyde d’'azote est faiblement
réactif. C’est 'action de I'anion superoxyde slaxlyde d’azote qui entraine la formation de

réactifs ayant une réactivité élevée

.0, + NOC=> ONOO#H > ONOOHDesmier , 2016).
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Le role des ERO est tres complexe car elles pewaxait un réle physiologique ou un
effet toxique en fonction de leur concentration.n®ales conditions normales, elles sont
générées en faible quantité et jouent un role desatgers secondaires capables, notamment, de
réguler le phénoméne de 1'apoptose ou d'activefagésurs de transcription. Citons aussi le
processus de fécondation, au cours duquel les spezoides sécretent de grandes quantités

des ERO pour percer la paroi membranaire de I'o{idedenget al. , 2007)
1.3.2. Sources cellulaire des ERO-/ERN

Les ERO peuvent étre produits a partir de substapoglogenes et les substances
exogenes. Sources endogenes potentielles comptelesemitochondries, le métabolisme du
cytochrome P450, peroxysomes, et |'activation @dlsles inflammatoires .Les Mitochondries
sont depuis longtemps connus pour générer des ubattitgs de peroxyde d'hydrogene. Le
peroxyde d'’hydrogene la molécule ne contient p&Elsalton non apparié et n'est donc pas une
espéce radicale. Dans des conditions physiologidagsroduction de peroxyde d'hydrogene
est estimée. Comme les mitochondries sont le pahaite de production de radicaux libres
génération, ils sont hautement enrichis en antiarigl y compris le GSH et les enzymes,
comme la superoxyde dismutase (SOD) et la glutatperoxydase (GPx), qui sont présents
des deux coOtés de leur membrane afin pour minimisestress oxydatif dans I'organite
Superoxyde radicaux formés des deux c6tés de lachahdrie les membranes internes sont
détoxifiées efficacement dans un premier temps pewoxyde d'hydrogene, puis a I'eau par
Cu, Zn-SOD (SOD1, localisé dans l'espace intermandire) et Mn- SOD (SOD2, localisé
dans la matrice). Outre les mitochondries, il exidtautres sources cellulaires du radical
superoxyde, par exemple la xanthine oxydase (X@g,anzyme tres polyvalente et largement
distribuée entre les especes (de la bactérie mite) et au sein les différents tissus des
mammiféres xanthine oxydase est une source imgertanradicaux libres d'oxygene. Il s'agit
d'une membre d'un groupe d'enzymes connu sousralaanolybdéne hydroxylases fer-soufre
flaviniques et catalyse la I'nydroxylation des ped. En particulier, le xo catalyse la réaction
de I'hypoxanthine a la xanthine et de la xanthitiarigjue acide. Au cours de ces deux étapes,
'oxygene moléculaire est réduit, formant l'aniomperoxyde dans la premiere étape et
I'nydrogene peroxyde dans la seconde D'autres emwedogénes de réactifs cellulaires les
especes d'oxygene sont les neutrophiles, les gisies et les macrophages. Les macrophages
activés déclenchent une l'augmentation de l'absorptoxygéne qui donne naissance a une

variété d'espéces réactives de l'oxygéne, doniofiasuperoxyde, l'oxyde nitrique et le
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peroxyde d'hydrogene Cytochrome Le P450 a égaleétémproposé comme source de réactifs
des especes d'oxygefialko et al., 2007).

Le devenir des ERO-ERN ainsi formés par voie enzigmea est multiple. Le plus
souvent, une transformation en une autre formetiv&aa lieu Ainsi, I'anion superoxyde et le
peroxyde d'hydrogéne b, peuvent interagir avec les métaux de transitfen Cuivre) pour
générer des radicaux OH, par une réaction de Remiod'Haber-Weiss. De méme, NO se
combine aisément avec O2 pour former le péeroxyt@i®NOOT, oxydant et nitrosant. agent
non radicalaire a la fois oxydant et nitrosant gracla présence d'antioxydants, il existe un
équilibre physiologique subtil entre la productetr'élimination des ERO et ERN. Les cellules
vasculaires sont dans un état redox basal. Celilmgupeut étre rompu sous l'effet de certains
stimuli pathologiques endogenes (hyper-LDLémie igmsion, diabte...) ou exogénes
(polluants environnementaux, tabagisme...) ,caahiia un stress oxydant délétére pour les
constituants moléculaires et cellulaires de la ipaastérielle et entrainant des
dysfonctionnements. Ce stress peut étre de coumteedet, par les systémes antioxydants,
limité, avec un retour rapide a un état redox phlggique, ou plus prolongé, avec finalement
création d'un nouvel équilibre redox de niveau @xydlus élevé et permanent, comme celui

gue l'on peut retrouver dans des pathologies chues(Beauxdeuxet al. , 2006).

1.3.3.Principal cible biologique de ERO

Dans le cas ou les systemes de défense ont étéséépdes radicaux s’attaquent aux
macromolécules biologiques dans I'environnemeneatirde leur lieu de production. Les
radicaux étant tres réactifs et ayant donc une edd@ vie courte, toutes les molécules
biologiques possédant des doubles liaisons soneptikles d’étre touchées et des produits de
dégradation sont engendrés (bases oxydées et esuger’ADN nucléaire et mitochondrial,
produits de peroxydations lipidiques, protéinesd®as, cholestérol oxydé...etc(haurent
2005)

----------
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Figure 02: principale cible des ERCsérgentet al. , 2000).
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1.3.4 Conséquences du stress oxydant
1.3.4.1.ERO et dommages a I'ADN

La présence de bases d'’ADN oxydées est souvergéaticomme marqueur de
dommages a I'ADN induits par les ERO La base denigeaest particulierement sensible a
'oxydation, ce qui en fait un biomarqueur raisdsaapour les lésions oxydatives avec
I'amélioration de la méthodologie analytique, il @svenu possible de détecter aussi peu que
25 fmoles de 8- hydroxy-déoxyguanosine. De plus, peobléemes initiaux d'oxydation
parasite pendant la préparation des échantillombleat avoir été résolus et les estimations
actuelles des niveaux a l'état d'équilibre soneériatires a 100-1000 résidus de 8-
hydroxydeoxyguanosine dans les cellules normalestlimportant de se rappeler, cependant,
gue si les bases d'ADN oxydées alterent la fonat®mBADN, ces bases existent toujours a un
certain niveau basal et les cellules ont de nombsgatemes de réparation pour éliminer ces
especes Cependant, si elles se produisent suritédescatiques ou ne sont pas reparées
rapidement, les purines ou pyrmidines oxydées pdusauser des problémes fonctionnels.
En conséquence oxyde Les bases d'ADN sont consglé@mme un événement important
dans la cancérogenese chimique En général, I'ADMéprésente une propension accrue aux
mutations génétiques et aux altérations de ladrgot®n. Il existe plusieurs mécanismes par
lesquels ces effets peuvent se produire, Cell@sckient des effets sur la liaison hydrogeéene,
une fidélité ADN et / ou ARN polymérase, et changats de conformation dans la matrice
d'ADN. En endommageant I'ADN directement, en irienht avec la réparation de I'ADN, en
affectant la division cellulaire ou le processusptdemotion, ou en médiant l'activation des
cancérogenes, les ERO ont le potentiel de modeleiéleloppement du cancer a plusieurs
niveaux ainsi que de perturber les fonctions callet pendant les événements de toxicité
cancérigene. l'extréme réactivité du radical hygi®xen fait un acteur particulierement

important dans les processus toxiques induitsgsarddicauxlibres (Keher , 2000).
1.3.4.2. ERO et dommages aux préines

A cause de leur abondance dans l'organisme, le®ipes sont une cible importante
d’'oxydation des ERO. Cette oxydation provoque fé&mtd'un groupe carbonyle dans la
protéine. Ces réactions d'oxydation, fréquemmefiiéncées par les cations métalliques

comme le Cti et le F&*, peuvent étre classées en deux catégories :

- celles qui cassent les liaisons peptidiques et fiemdila chaine protéique,
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- les modifications des peptides par I'addition dedpits issus de la peroxydation
lipidique.
Ces changements conduisent a une modification tatale des protéines dont les

conséguences sont majeures: perte de fonctionytigtad, augmentation de la sensibilité
aux protéased-avier , 2003).

1.3.4.3. ERO et dommages lipidiques

Les premieres cibles des ERO sont les lipides,iajedrent ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires et notarhhesnacides gras mono et polyinsaturés
des phospholipides membranaires. lls sont a I'oeigle réaction de peroxydation |l s’agit
d’'une succession de réactions radicalaires a lfoigle la libération de molécules réactives.
En I'absence d’antioxydants, la réaction s’autaedi@nt car les espéces produites peuvent a

nouveau réagir entre elléGhaudhary et al. , 1996)
|.4.Défenses antioxydantes

Les antioxydants sont des substances qui inhibentalentissent I'oxydation d’un
substrat.lls sont présents sous de nombreuses sa@hpEeuvent intervenir en prévention de la
formation des radicaux libres, aussi bien que gaauticiper a leur élimination (antioxydants
primaires et secondaires Il existe deux classestid}ydants : les endogénes et les exogenes.
Les antioxydants endogénes sont principalemergrizgmes superoxyde dismutase, catalase et
glutathion peroxydase dont les mécanismes sontlagses plus haut. La deuxiéme partie
permet d’appréhender les antioxydants exogenesomj par définition, apportés de I'extérieur
par exemple par I'alimentatio(Guillouty , 2016)..

meécanismes de réparation mécanismes de prévention meécanismes d’adaptation
(protéines (protéasome), (chélation des métauxde trarmsition) (protéines de choc thermique,
ADN (endonucléases, ligases), héme oxygémse)

N

systémes de protection contre les
dommages cellulaires causés par les EOA

/ .

enzymes antioxydantes molécules de bas poids moléculaire
(SOD, catalase, glutathion peroxydases,
thiorédoxines, peroxyrédoxines ) / \
synthétisées par extraites de plantes
I’organisme inkgo biloba, é
protéines antioxydamtes i o
transférrine, thiols, paraoxonase ) histidine)
oligo — éléments
(séknium, cuivre, apportées par I’alimentation
zinc, manganése) (vitamine C, ocophérols, caroténoides (caroténes,

lycopéne, xéaxanthine, lutéine), polyphénols )
Figure03: Réseau des antioxydanBefraigne et pincemailn , 2008)
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1.4.1.Systéme de défense enzymatique

1.4.1.1.Superoxyde dismutases (SOD)

La puissante enzyme antioxydante naturelle supemxismutase (SOD) agit a la
source méme de la réaction en chaine qui prodsittyfees réactifs d'oxygéne et constitue
donc le premier et le principal maillon du processie défense contre les radicaux libres.
Malheureusement, en raison de la fragilité de sectsire moléculaire.La SOD non protégée
est inactivée dans le tube digestif. Grace a uecgssus de couplage avec la gliadine, une
protéine extraite du blé, une SOD d'origine végetalxtrait de melon riche en SOD) est
maintenant disponible par voie orale. Plusieuusi€s in vivo sur des animaux ainsi qu'un
essai clinique sur des volontaires sains ont cmfila préservation de I'activité antioxydante
de I'enzyme SOD apres administration orale ; utierapar ailleurs associée a des propriétés
anti-inflammatoires et immunomodulatricgdenveille , 2005).

[.4.1.2 Catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire, lo@alirincipalement dans les
peroxysomes.Elle catalyse la réaction de détoxifinadu HO2 (généralement produit par la
SOD). Elle est surtout présente au niveau des tgebauges et du foi€Souléreet al. , 2002.

1.4.1.3. Glutathion peroxydases (GPxs)

La gluthation peroxydase (GPx) est une importanieyme intracellulaire enzyme qui
décompose les peroxydes d'hydrogéne (H202) entdasijgeroxydes de lipides en leurs alcools
correspondants, principalement dans la mitochosdrteparfois dans le cytosol La plupart du
temps, son activité dépend d'un cofacteur de mitronents connu sous le nom de sélénium
Cette enzyme joue un réle plus crucial dans l'iioito du processus de peroxydation des lipides
et protege donc les cellules du stress oxydatihdyme possede également une isoforme
mitochondriale qui sert de médiateur la réponseptapigue au stress oxydatif les GPx1 ont
également été impliqués dans le développement girdaention de nombreuses maladies
communes et complexes, notamment le cancer et dediras cardiovasculairedgliodaro et
Akinloye , 2018.

1.4.1.4.Systeme thiorédoxine

.Le rble physiologique joué par le systeme thioxdug'thiorédoxine réductase dans la

protection antioxydante

A.une participation direct: métabolisation des especes oxydantes et recyclage

d'équivalents réducteurs réagissant directemert@s&espéces oxydantes

11
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B.une participation indirecte:via un contréle redox (par simple échange thisiiflure) des diver

réponse cellulaire au statut rédox cellulaire ingar le stress oxydatff/amecq etal. , 2004).
1.4.2.Systeme antioxydant non enzymatique
1.4.2.1. Glutathion et les protéines-thiols

Le GSH constitue I'antioxydant principal de I'orgeme d’autant qu’il est aussi le co-
facteur de toute une série d’enzymes antioxydaritdstathion peroxydases, glutathion
réductase, thiorédoxines et peroxyréedoxin&gfi@igne et pincemail , 2008)Le glutathion
est un tripeptide (gamma-Glutamyl-Cystéine-Glycinenniprésent dans les cellules,est
considéré comme un veritable( tampon redox qui wBuencer ['état d'oxydation de
nombreuses autres molécules. Il peut réduire @imeent certains composes, et occupe une
place prépondérante dans le cycle de l'ascorbatatigion Il sert aussi d'élément de base a
lasynthése des phytochélatines, qui sont des poggrde GSH impliqués notamment dans la
séquestration des métaux lourds dans les celutgalés Enfin, au-dela de ces rbles dans les
défenses antioxydantes. le GSH est aussi implicués da régulation du métabolisme et
notamment du développement cellulaire le GSH edis@&itcomme réducteur par diverses
protéines, que sont les glutarédoxines (Grx), lagathion-transférases (GST), dans certains
cas les glutathion peroxydases (Gpx), ainsi qué&io@s peroxyrédoxines (Prx)Navrot ,
2018).

[.4.2.2. Vitamine C

.La vitamine C est, avant tout, un excellent piégies ERO (HO' ou 0").( Haleng et al
2007). cette molecule peut exister sur plusiewasréverrsible et dépandante Le role antioxydant
de I"ascorbate et fondamentale L'effet antioxydsnt'ascorbate inhibition des radicaux libres
Jinhibe la peroxydation lipidiqgue il est utiliséarmbs la prévention des maladies qui pourait
appariat la production des radicaux libres( préeantle cancer) il est aussi proposé dans le

traitement des maladies liée aux vieilliessemeaoatdsation(Thierry et al. , 1999).

[.4.2.3.La vitanine E

La vitamine E est peut etre I'antioxydant natueeplus connu. De plus , son role
métaboliqgue ou physiologique dans I'animal semide & une fonction antioxydante.. La
vitamine E est aussi appelée tocopherol et il exsat moins sept types differents appeles
constituants de la vitamine E (alpha, gamma etadeitopherol, ...). Les huiles végétales

contiennent un certain nombre de constituants réfffts de la vitamine E. Quant a leur

12
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activite on signale que les formes delta et gammdadmolecule de tocopherol sont plus

efficaces que l'alpha-tocopherol comme antioxyddhiiiton , 1989).
1.4.2.4 Vitamine A

La vitamine A est une vitamine liposoluble que ll@rouve en grande quantité dans
'organisme surtout au niveau du foie, son lieustieckage principal. On distingue deux
groupes, a savoir les rétinoides (rétinol, trétirol.) et les provitamines A (principalement
les a- et B- caroténes)Les rétinoides vont se retrouver dans les alimdiusgine animale
(ceufs, lait, viande...). Les provitamines A sont eislement contenues dans les végétaux et
plus particulierement la carotte, la citrouillel@tpatate douc&éme en I'absence de liaison
OH, le B- carotene est un bon antioxydant naturel. Sormvitets'explique en partie par ses
propriétés lipophiles lui permettant de traverssrihembranes cellulaires et en partie par son
systemer-conjugué permettant d’interagir avec les radidines pour former des adduits Le
B- carotene peut agir comme un inhibiteur de la xatation lipidique uniquement a une
faible pression partielle en O2. Il peut étre oxyoldt comme un acide gras et ainsi avoir un

effet pro-oxydan{Dismer , 2016)
1.4.2.5.Caroténoides

Les caroténoides dont le béta-caroténe qui edusegonnu sont des précurseurs de
la vitamine A. lIs jouent le réle de pigments cé®jaunes a rouge dans beaucoup de fruits et
de légumes. |l existe principalement deux grougescaroténoides qui sont des puissants
neutraliseurs des ERO : ceux porteurs de substituanygénés (lutéine, zéaxanthine et la
cryptoxanthine) et ceux qui n'ont pas d’oxygeneéroténefp-caroténe et lycopene). lls sont
présents dans les compartiments lipidiques caoits plutdt lipophiles. Ils sont apportés par
'alimentation, les aliments les plus riches s@ntérotte ¢-caroténep-carotene), la tomate et
le melon (lycopene), les agrumdsgryptoxanthine), les épinards et endivfscérotene et
lutéine) et le mais (zéaxanthine). On en retroussiadans le foie et les huiles de foie de
poisson, le lait entier et les oeuf&uillouty , 2016).

1.4.2.6. L'acide urique

L’'acide urigue est un puissant réducteur des radicéibres : il réduit les
radicauxpyroxyles, hydroxyles et neutralise auasidn superoxyde(Esterbaueret al. , 1992)
Produit terminal majeur du métabolisme des purttesz I'hnomme, il est a pH physiologique
majoritairement ionisé sous forme d'urate, un piagelissant des radicaux(OH,ROO,NOQ"...).
Ces réactions conduisent a des espéces radicapiresgront a leur tour réduites (notamment
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par la vitamine C). Les propriétés antioxydantesl'deate in vivo peuvent étre appréciées
indirectement par le fait qu'un produit de réactien'urate avec les ERO, lallantoine, est présent

a des taux élevés lors d'un stress oxyldatenget al. , 2007).
1.4.2.8. Bilirubine

La bilirubine est un pigement jaune issu de laradgtion de I'neme de I'némoglobine
produit de catabolisme de la myoglobine et desatypme (Revu futura santé) La Bilirubine
est I'un de des plus puissant antioxydant de Fosgae capable d'inactiver de nombreuses
especes radicalaires derivees de l'oxygene ouoslgdé nitrique La bilirubine est capable
egalement de moduler directement la productionuleéte d'anion superoxyde sur des
preparations acellulaires en inhibant l'activataa la NAD(P)H oxydase In vivo, cet effet
antioxydant se traduit par un effet protecteur ddes modeles animaux d'ischemie cerebrale de
fiborose pulmonaire induite par la bleomycine, dimmie-reperfusion cardiague ou de
transplantation hepatiq&aillé , 2003).

1.4.2.9. Polyphénols

Les polyphénols représentent un ensemble de plssimilliers de dérivés que l'on
retrouve en quantités assez importantes dans desgepl supérieures ou elles exerceraient un
réle de défense contre le rayonnement ultravidldés agressions pathogene, notamment en
vertu de propriétés antioxydantes. Ils abondens dd nombreux fruits et Ilégumes et dans
certaines boissons telles le thé, le vin et lagh{&oberfroid , 2008).

1.4.3. Oligoéléments
1.4.3.1. Sélénium

Le sélénium n'est pas un antioxydant en tant guedeil ne peut piéger les radicaux
libres, mais il joue un réle primordial comme cdéar de la GPx. Dans l'alimentation, on
retrouvera essentiellement du sélénium organigéealun acide aminé, la cystéine. Le
sélénium organique est mieux absorbé, il subitrag&bolisation hépatique qui conduit a des
intermédiaires nécessaires a la synthése de dgiyésologiquement actifs comme la GPx. La
dose journaliere recommandée est de 50- 70 ug/lmsg.aliments riches en sélénium sont,

notamment, les noix de Brésil, les brocolis, I'diflaleng etal. , 2007).

[.4.3.2. Cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est leamdéur d'enzymes comme la SOD, la

cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylas@e@éant, en tant que métal de transition,
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il joue un réle important dans le déclenchementédetions de production d'ERO (réactions de
Fenton) et peut ,lorsque sa concentration est €ldeéenir prooxydant. Les apports journaliers
recommandées sont de l'ordre de 2,5 mg. Il eseptémns le son, l'avoine, le seigle, le foie de
veau.(Haleng etal. , 2007).

1.4.3.3. Zinc

Le zinc est un est un autre oligoélément essahfiessede des propriétés
antioxydantes documentées dans divers modeéles |@saisécanismes responsables de cette
activité restent peu clairs. Du point de vue antitaat, il semble protéger les fonctions thiol
des protéines contre I'oxydation. Il ne posseédalpastement de propriétés rédox mais c'est un
elément important dans de nombreuses protéinadpéslau plan fonctionnel (il constitue le
centre actif de plus de 200 enzymes) et strucfacghmment par l'intermédiaire de la
constitution avec la cystéine et I'histidine deadax « doigts a zinc »). Le zinc contribue a
surexprimer les métallothionéines a activité antitante Roberfroid , 2008).
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Chapitre II Le Nickel Et 'Oxyde de Nickel

II. Nickel et Oxyde de Nickel
[1.1. Nickel

Le Nickel c'est un élément métalique abond@hdpking ,2003) a été découvert et

nomme par Cronsted en 1751 ,est le 24 éme élémantee d'abondance naturefl@spirzak

, 2003)
Tableau Olpropriété physicochimigue de Nickilauwerys , 2000)
Symbole Ni
Masse atomique 58,71g/mol
Masse volumique 8,99,cm3
Temperature de fusion 20 °C
Temperature d' ébullition 2732°C

[1.1.1. Usage du Nickel

La production mondiale annuelle est estimee a envit.10° tonnes a partir du
minerai sulfuré et du minerai oxydéa majorité du nickel produit est utilisée pour la
production d'alliages ( aciers inoxydables et difmes, résistant a l'oxydation et a la
corrosion.). La qualité de résister a la corrogien'acier inoxydable est liée a la présence de
chrome. lIs sont notamment utdgsdans les industries chimiques, Des poudres fiaddi sont
utilisées dans le secteur de la métallurgie deegignoulées frittées. Le Nickel est utilisé
également dans la fabrication des utiles d'usessié cuisine et de pieces de monnaie, avec 20
a 30 % de nickel, ces alliages offrent la mallégbitecessaire & une impression profonde dans
la piece, tout en restant suffisamment résistaneneconversant leur lustre et leur brillance
pendant des anné@dsauwerrys , 2000).Le nickel et les composés de nickel ont de nombreu
usages industriels et commerciaux. Le nickel @gteiment utilisé dans l'industrie du placage,
parfois en combinaison avec d'autres métaux. L&ehiet les composés de nickel sont
également utilisés dans la fabrication de diverseraux, notamment, les bijoux et les piles
(Haber et al., 2000).

16



Chapitre II Le Nickel Et 'Oxyde de Nickel

[1.1.2. Sources d'exposition

[1.1.2.1. Sources environementaux

L'apport mondial de nickel dans I'environnement Aimest d'environ 150 000 tonnes
(kaspirzak , 2003). L'Homme peut étre exposer aux composés de Nickghwvers la
consommation d'eau et de la nourriture contamiaédes produits métalliques contenant de
Nickel méme a des faibles corcentratiofidaber et al. , 2000).Le Nickel atmosphérique
peut étre venir de la poussiere dérivee de la tiegition des roches et des sols, les
emissions volcaniques et les feux des fordtasgirzak , 2003). Mais généralement les
concentrations les plus élevés de Nickel dans Kaint remarquées dans les pays
industrialisés.

[1.1.2.1 Sources industrielles

Le tabagisme et les implarnts dentaires ou orthgpéd préserntent des niveaux
faibles d'exposition au nick¢Lauwerys , 2000) Les émissions dues a la consommation de
combustibles fossiles L'exposition professiormelle, se produit principagnt dans
I'exploitation miniere, le raffinage, la productiofalliages, la galvanoplastie et le soudage.
L'exposition humaine au nickel se produit prinogmaént par inhalation et par ingestion et est
particulierement élevée chez les travailleurs dadtallurgie du nickelkaspirzak , 2003).
[1.1.3. Evaluation toxicologique
[1.1.3.1. Cancérogeénicité

La concérogénicité de Nickel a été confirmé etamoré par des nombreux etudes

épidémiologiques et des essais biologiques de cogégicité chez les animaux. Les études
épidémiologiques ont démontré une augumentatiodadmortalité du a des tumeurs
malignes de poumons et des fosses nasales cheauasleurs des raffinerie de nickel qui
ont été éxposés de facon chronique a l'inhalat®mpalssiére et de fumées contenant du
nickel provenant de grillage et de fusion.Le sowddgs alliages de Nickel (exemple:acier
inoxydable) peuut également étre une sources dauoexes.Les données épidémiologiques
indiquent clairement que les aérosols de composésiakel solubles dans l'eau, générés
dans les usines d'électroraffinage du nickel (pangple, a partir du sulfate de Ni+2), sont
également cancérigénes pour les voies respiratoinesines, avec un effet clairement lié a
la dose. Le tabagisme a été considéré comme uaufade confusion faible a modéré
(kaspirzak , 2003).

17



Chapitre II Le Nickel Et 'Oxyde de Nickel

11.1.3.2. Toxicité hépatique

L'hépatotoxicité du nickel chez les nitek animales se traduit généralement par
diminution significative du foie avec un changemembn significatif dans [lindice
hépatosomatique. La diminution du poids absolufaie peut étre indicatif a I'effet
dégénératif du sulfate de nickel sur le tissu hpat car il s'agit d'un site important du
métabolisme(Tikare et al., 2012).

11.1.3.3. Toxicité pulmonaire

L'exposition répétée aux dérivrés organiques dkehiproduit une initation des voies
respiratoire (thinite, ulcération de la cloison alas bronchite chronique). L'inhalation
prolongée ou répétée de certains composés du nickedine essentiellement des signes
naseaux et pulmonaire. |l s'agit de réactions inditoires, interstitielles, de I'hyperthemie
avec une évolution possible vers un emphyséme eufibrose. L’allergie respiratoire est
rare. Des cas d’ashme et de rhinite associéstaliition de sels de Nickel sont cependant
rapportés. Une allergie croisée avec le chrordgaévoque : cas d'asthme aux fumees de
nickel et chrome sont décrites dans le secteur'aleciropalaquage. L'exposition a des
concentration élevée de ses sels métalique poceiager un ashme irritatif Lguwerys ,
2000).
11.1.3.4. Hématotoxicité de Nickel

Les études sur les animaux ont a montré qu'unesatation riche en nickel peut avoir

des effets negatives affectant 'hématopoiesadtesmplantés ont montré une diminution des
globules rouges, de I'hémoglobine et I'hémato@itemoment de la morbidité, y compris une
éventuelle anémie induite par le nickel. Le Nickal induit une lésion directe de
I'hématopoiétique les cellules souches entrainaet diminution du nombre d'érythrocyte
leucocyte et de plaquetteEiKare et al., 2012).
11.1.3.5. Hypersensibilité au Nickel

Une autre voie d’exposition fréquente au nickellastoie cutanée. Effectivement, ce
meétal entre dans la composition de différents gdigautilisés pour la confection de certaines
pieces de vétements ou de joaillerie. Cette omsgmeée du nickel en fait I'allergene de contact
le plus fréquent la dermatite de contact allergigsiele type d’allergie au nickel le plus retrouvé.
Elle fait suite a une hypersensibilité hommée hypesibilité retardée ou réaction cellulaire. Les
manifestations cutanées n’apparaissent que 24 a afBbs contact. Les personnes tres
sensibilisées au nickel sont susceptibles de d&alar eczéma de contact ou de voir leurs Iésions

s’étendre lorsqu’elles ingerent du nick@ellriado , 2018)

18



Chapitre II Le Nickel Et 'Oxyde de Nickel

Figure 04: Lésions cutanés induites par une hypersensibilitéicke(Bellriado, 2018)

[1.1.3.6.Toxicité aigué

Chez les rats exposés a l'acétate de nickel araerration de 500 ou 1000 mg/kg
d’'aliment, durant six semaines ont montré une réoicde gain du poids corporel, une
diminution du taux d’hémoglobine. Cependant, lés exposés a 100 mg/kg d'acétate de nickel
dans l'alimentation ne présentent pas des effeigues. D'autres études ont montré que les
souris traitées par le chlorure de nickel hexahgdearaison de 108 a 150 mg/kg de poids
corporel, par voie orale pendant huit semaineseptést un oedéme des principaux organes, des
alterations glomérulaires et une nécrose tubul@ta@ber et al., 2000) Un cas mortel a été
signalé; celui d'un enfant ayant ingéré environ 2@i9kg de nickel (sous forme de sulfate).
L'emploi des sels de nickel dans l'industrie pewatdpire une dermatite, cette Iésion appelée
eczéma du nickel apparait surtout chez les trawagl occupés aux opérations de nickelage. Il
s'agit d'un eczéma allergiqeauwerys , 2000).

[1.1.3.7.Toxicité chronique

On retrouve, quelle que soit la voie d’expositione altération de la fonction rénale qui
se traduit par une décroissance de la fonction étalaire et une hyper albuminurie . D’autres
études mettent en évidence une hépatotoxicité amecmodification du poids du foie, une
hypertrophie cellulaire, une congestion vasculairee dégénérescence des hépatocytes révélée
par une augmentation des enzymes hépatighaseffet, une exposition a long terme par voie
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inhalée peut induire un cancer des poumons, desedosasales. Certains composés sont
incriminés avec force de preuve, notamment lesrohds et sulfates de nickel, et plus
généralement les composés solubles mais ausskxyde®et les sulfides de nick@ellriado ,
2018).

[1.2. Oxyde de nickel et ses nanoparticules

Les oxydes de métaux de transition de la premiangée font partie des séries de
matériaux les plus intéressantes, presentant ael@gsavariations dans les propriétés physiques
lites a la structure éléctronique .Tels que l'oxyle nickel lI'un des semi-conducteurs
antiferomagnétiques les plus favorisés et conslkitimse de la vaste gamme d'applications .En
conséquence, il a fait I'objet de nombreuses reeRperimental et theoriques au cours des
annné (Ghalmi, 2019).

Figure 05: oxyde de nicke{solostock).

L'oxyde de nickel NiO cristallise dans la structardbique type NaCl, les ions Niet

O occupant des sites octaédriq@etouki , 2013).

Figure 06: Structure cristalline de I'oxyde de I'oxyde dekeiMlouki , 2013).
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I1.2.1. Synthése de I'oxyde de Nickel

Le NiO il est obtenu par la pyrolyse de composékeh divalent comme par exemple
Ni(OH)2, Ni(NOs), ou NiCO3(Mlouki , 2013). La préparation des nanoparticule NiO se fait
par la décomposition spontanée de Ni(C®DOJans CHCI, dans la présence de
polyvinylpyrrolidone ou par des méthodes de réaunctiu évaporation des métaux cependant,
les précurseurs organométallique tels que Ni¢C&) Ni(Cp) ont été utilisés (synthetis
influce,....). La préparation des nanoparticules d® N'un diametre de 10-15 nm par
calcination a l'air de Ni (OH)-NIiCO; xH,O. Préparattion des nanoparticules NiO bien
dispersées, mais la moyenne un diameéetre de partiadd 30 nm en utilisant
polyvinylpyrrolidone Récemment, plusieurs méthodas été développé pour synthétiser des
nanoparticules d'oxyde de nickel , y compris leojyge par pulvérisation a basse pression ,
agent de surface - méthode par médiation liquideplsl processus par phases et autres
techniguegRahdard et al., 2015).

La Syrthese de NiO par chauffage de nickel au dedesul00° C, la poudre de nickel
réagit avec loxygene pour coner de Nio. Dans c¢estarocédés industiels, I'oxyde de nickel est
réalisé par chauffage du mélange de poudre delrétlde leau a 1000 C, la vitesse de cette
réaction peut étre augmentée par l'ajout de NiCsyrthése de l'oxyde de nickel par chauffage
le métal (Ni) aux présences de l'oxygene (peutyredune poudre gris/noire qui indique la
non-staechiométriglchalmi , 2019).

[1.2.1. Propriété de Nio

L'oxyde de nickel posséde un ensemble des propriétéagnétiques, optiques,
électrigues et chimiques) qui permettent d'utildans divers application.
11.2.1.1.Propriétés physique et chimique

Quelque carctéristigque physic-chimique

Tableau 02caractéristique physico-chimique de NIQCERADEL)

Caractére physico-chimique Données bibliographique
Poids moléculaire 74,71
Point de fusion(°C) 1984
Température d'ébullition(°C) Non applicable
Masse volumique apparente 1500-1700 kg/m3
Limite d'explosivité non explosif
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11.2.1.2.Propriétés électriques et magnétique

Les oxydes de métaux de transition sont caractésésaleurs des bandes interdites
'oxyde présenter un caractére isolant ou semiatedu. le monoxyde de nickel Ni est un
semi-conducteur de type p avec une large banddlitetes'étendant de 3.6 a 4 ev. Ayant une
faible conductivité ,il n'est pas possible de fa@e cristaux steechiométriques de Nio; ils sort
toujours déficients en métal (excés d'oxygene)rg@aport a la composition stechiométriques .
par des stucture de bande, selon le déficit enNbffsest composé par la présence d'ions Ni
pour maintenir la neutralité électrique. En outneélectron peut sauter d'un ion Ni2 et ainsi de
proche en proche ce qui expligue le caractére semducteur du composé non
stachiométrique. La seule corduction possible d® Noit faire intervenir les défauts de la
structue et intervenir par saut. L'oxyde de nigka@imi les métaux de trarsition qui fome une
famille inportante par leur application Leur popgignagnétique est di a la présence d'une
bande d'énergi€halmi , 2019).

11.2.1.3. Propriétés optiques

Le composé NiO est un semi-conducteur transparenayponnement ultraviolet (UV),
visible et proche infraouge . La barde intercliptigue a été estimé a environ 4ev, et l'indice de
réfraction a 2.33 a des photons d'énergie 2 etintonstaté que les couches minces de NiO
qui déposée par voies électrochromiques et dopErs@u elles présentent de bonnes propriétés
électrochromiques par rapport a la couche NiO g@&dane variation de la transmittance entre
I'état décoloré et I'état coloré est notée a envd0% dans la gamme de longueur d'onde de
350-600 nm(Chalmi , 2019).

[1.2.2. Applications de NiO

Les perspectives d'utilisation des nanomatériauxn@mbre de est aujourd’hui largement
étudiée a travers de multiples domaines tels gugdlogie, la physiquaticrosupercondensateur ,
dispositif éléctrochromiquesa chimie, cosmétiques, composants optiques, caéuints, la science
des polyméres, le génie mécanique et la toxicelo@ies dernieres années, les nanoparticules @oxyd
de nickel, ont ont fait I'objet d'une attentiomissante en raison de leur des propriétés ( aggiqu
magnétiques, électriques et catalytiques) assaEi@es caractéristiques générales telles que la

mécanique la dureté, la stabilité thermique qualssivité chimique (Garba et al., 2019).
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11.2.3. Informations toxicologiques de Nio
[1.2.3.1 Toxicité aigue

A. Inahalation
- NiO sup 10 mg/m3 peut provoquer le cancer par immala
- selon I'Union européene(1991):NiO cancérogéne.

- Peut entrainer une sensibilisation par inahalafistiime,peut provoquer une atteinte

des poumons.

- Peut causer une irritation des voies réspiratogesouflement,nause.

B.Cutanée
-NiO une exposition répétée au produit peut provoguersensibilitations:
-Réaction allergique de la peau.
-Peut provoquer une irritation de la peau,dermatitegjeur. douleur,démangéason.
C-Oculaire

irritation des yeux,rougeur,douleur.

D-Ingestion

NiO est un composeé inorganique:cancérogene,lepteynes comprennent douleur
abdominale ,nausé il est egalement toxique ed'cegestion,dangereux pour la santé si
ingéré en grande quantité:réduction de la prodoatierythrocyt§d CERADEL).
11.2.3.2 Toxicité chronique

Le risque de toxicité grave pour la santé en aagpdsition prolongée par ingestion (
goitre) L'exposition prolongée avec la peau prowoqune (dermatite). La superéxposition a
long terme provoque des effets sur les reins,cqggommons, les personnes qui ont des
antécédants de sensibilitsation cutanée,d'ashallegie, des difficultés respiratoires Le NiO
ou ses emissions peuvent aggraver des affectiangaies préexistanfCERADEL) .
I1.3..Généralite sur les nanoparticules
11.3.1..Définition

Les nanoparticules sont tres éetudiées actuellenhéntaluation de leurs risques et
de leurs bénéfices s’avere étre nécessaire. Lixgnéino )est utilisé pour un milliardiéme (un
nanometer correspond a 10_9 métre). Les nanotamjiaslregroupent I'ensemble des savoir-

faire permettant d’observer, de manipuler,de falmiqde modifier, de faconner la matiere
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jusqu’'a des dimensions voisines du nanometre denférant des propriétés fort différentes

des matériaux usue(Brosieet al., 2008).

[1.3.2. Origine des nanoparticules

Les NPs sont produites par des procédés natutglgue des eruptions volcaniques,
les tempétes de sables sahariennes, des feux &ts far simplement I'érosion des sols. La
proportion de ces particules naturelles avoisin€690La présence de NPs dans
'environnement est également imputée I'homme qui produit des milliards avec
notamment les rejets industriels. Les moteurs désn@obiles, en particulier diesel, sont par
ailleurs la premiéere source de particules atmospiés en milieux urbains. Les moteurs
d’avion, les pneus, les cigarettes, la destrudiies batiments sont également des générateurs
de NPqBuzeaet al. , 2007).

I1.4.Les nanopatrticules doxyde de Nickel

L’étude de la toxicité de Nps de NiO en utilisahtgpeurs types de lignées cellulaires
a fait I'objet de nombreuses publications. Les teffebservés sont divers: la production
d’espéeces réactives de I'oxygene (ERO) dans ldsleglest toujours rapportée. dans la cellule,
les ERO sont naturellement fabriquées lors des egsus meétaboliques, cependant leur
présence en quantités anormalement élevées peainemtdes dommages parfois irréversibles
Les Nps sont capables d'induire une peroxydatios ohembranes phospholipidiques. La
présence de Nps dans les cellules peut pareillecagiser des dommages de ’ADN en altérant
les fonctions cellulaire@~igure 07). La mort cellulaire, des ralentissements de pration et
egalement des modifications dans les cycles cetslaont aussi des conséquences rapportées
(Khiari etal., 2018).
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Figure 07: Mécanisme de toxicité des nanoparticules de hi¢gidsari et al., 2018).
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lll. Retama Sphaerocarpa
[11.1. Famille de fabaceae

Lesfabaceaesont I'une des plus grandes familles d’importaetteopharmacologie

se dégagent dimportants constituants chimiques agissent dans le traitement et/ou la
guérison de divers systemes corpo(®lacédoet al.,2018)C’est une large famille formée de
plantes a fleurs trés répandues, ligneuses (zoopidles) et herbacées (zones tempérées)
répartieen trois sous-famille=aboideae, Mimosoideaest Caesalpinioidea@onzalez et
al.,2018pvec certain arbres et arbrisseaux qui collectionrenviron 12 000 especes
distribuées en 400 a 500 genres. Elle sefractimelusieurs tribus dans lesquelles les
genres sont groupés selon le port de la plantélgérie, les fabacées ligneuses occupent une
place nécessaire et jouent un rdle important daaggsilibre du milieu naturel et la combat

contre la désertificatio(Boussehla, 2011)
[11.2.Distribution géographique de genreRetama

Le genreRetamappartenant au genRetama et a la tribuGenisteade la famille des
légumineuses Fabaceagt de la sous famill&-aboidea¢Touati et al.,2016). Ce genre
estcomposé en quatre especes qui ont une airepdetition géographique allant de la
Macronésie et du Sud de I'Europe a I'Afrique du dNdMaroc, Algérie, Tunisie) et au
Moyen-Orient comme ['Arabie Saoudite et le YémeRulien et al.,2013)Le genre de
Retamaest localisé également dans la région de I'Atlaglie SahargFigure 08)ou est
représenté par trois especeRetama monospernRetama retamn et Retama
sphaerocarpéAkkal et al.,2010).
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[11.3.Description de I'espéce deRetama sphaerocarpa

Rétama sphaerocarpaest un buisson de 1 a3 m de haut et qui peut
exceptionnellement accédera 4 m. Son écorce ast ¢t débarrassée d’épines, de couleur
grise ou gris verdatre. Les jeunes branches sadrgogulaires et striées, avec 8 a 10 cotes
en forme V (dont quatre plus développés) joncif@ratetres flexibles, la tige jouant le role
d’assimilateur. Au début, ils sont sérico-argeptés crouté, avec des vétements simples faits
de poils courts et a postulé. Les branches tergsriak plus jeunes agissent comme unités de
croissance modulaire, pouvant produire de nouvellenches a partir des bourgeons
axillaires latéraux(Salvador et al., 2013)Les feuilles sont généralement quelque peu
déformées et arquées vers le bas, le calice Olmeenou sub-globuleux et semblants
Iégérement gonflé glabre, bilabié avec deux gramfdegs supérieures aigues et trois dents
inférieures plus petites avec un réceptacle biemldppé a la base de 2 a 3.2 mm de long
jusqu'a l'extrémité des dents supérieu€ad(en et al.,2013)Son systeme racinaire est
dimorphe, avec a la fois des racines latéralesdéemet une racine pivotante principale les
racines latérales sont finement ramifiée et pouatteindre 15m de long, tandis que la racine
pivot est généralement dépourvue de fines ramificatet peut dépasser 30m de profondeurs
(Prieto et al., 2010).La Retama sphaerocarpeésente des fleurs hermaphrodites, jaunes,
jaunatres, disposées en grappes latérales régartieourts racemegEL fennoun, 2012).
Elle fleurit d’avril a juin, selon la localité etaltitude. La pollinisation est entomophile,
principalement par les abeilles et les fourmis friuit est une Iégumineuse ovoide d’environ
5-8 mm, de couleur jaune paille, contient presgugours une seule graine qui est vert foncé
(Salvadoret al.,2013)

Figure09 : Image deRetama sphaerocarpa (Salvadoret al., 2013)
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l1l.4.Systématique

Selon Quezel et santa (1962), les rétames sorsedaans le taxon suivant:
Régne: Végeétal

Embranchement: Spermaphytes

Sous-embranchement Angiosperme

Classe: Dicotylédones

Ordre : Fabales

Super famille : Légumineuses

Famille : Fabacées

Sous-famille: papilionacées

Genre: Rétama

Espéces Rétama shpaerocarpa
[11.5 .Intérétdu genre Retama
[11.5.1.Intérét écologique

Les arbrisseaux deRetamescréent les barrieres naturelles qui empéchent
I'affaiblissement des écosystemes et la déseittiificalls sont impliqués dans les programmes
de végétation consacrés a la zone méditerranéenmieaside afin d’améliorer la fixation et la
fertilisation des so(®enmiloude 2011)Les Retamess’adaptent aux conditions les plus
extrémes de sécheresse et de salinité grace a neuphologie et leur structure
exomorphiguéMahnane, 2010)Retama sphaerocarpast un élément clé pour prévenir les
processus d’érosion et la désertification en zemai-aride et aride .Elle a la capacité de fixer
'azote en raison de sa symbiose au niveau deas@ses avec les rhizobiums qui sont des
bactéries du sol qui peuvent fixer lédsns les nodules formés avec la plante. L'arbrissea
Retama sphaerocarpades conséquences bénéfique (édaphique et physigula végétation
sous étagée .D’autre part, il y a une relation déualisme entr&etama sphaerocarpeat les
herbes sous étagées, elle leur fournit un microenmement favorable et les herbes lui

assurent une matiere organique lafideussahel2017).
[11.5.2.Intérét et activité pharmacologique

Divers activités biologiques ont attribuées a Retasphaerocarpa, les flavonoides
tels que rhamanazine extraits des parties aériet@esette plante ont montré une activité
cytotoxique et ont produit une inhibition de laissance cellulaire proportionnelle a la dose
(Lpoez-Lazaro et al., 2000)Les Retamespossedent plusieurs vertus thérapeutiques, grace
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aux alcaloides et flavonoides qu’elles renfermeatsd ces organes (tige feuille et
rameaux(Selmi.2015).Les rétames renferment une large gamme de prquhaisnaceutiques
qui ont des activités ocytocique, utéro-toniquei-arythmique, diurétique, hypoglycémique,
antipyrétique, hypotenseur, stimulant respiratoie¢ dépressif avec des propriétés
hallucinogenes. Ces activités sont associées ardaepce notamment dequinoliaidine
alcaloides. Au niveau des molécules, la quinolmadaffectent I'acétylcholine nicotinique et
muscarinique et les récepteurs'Nes chaine Ken outre, 'anagyrine et 'ammodendeine sont
mutagenes et provoquent la maladie du veau travées animaux gestion se nourrissent des
plantes riches en ces alcaloides, Ces activitégmatalogiques sont des conditions
importantes pour le r6le de la quinolizidine alédés comme composés de défense chimique
contre les herbivores et dans une moindre mesangrecles micro-organisme et des plantes
concurrentgEl-shazly et al., 1996.Les alcaloides identifiés dans Retama Sphaerocarpa
sont connus pour leur application thérapeutique.plrs des anti-inflammatoires et des
propriétés hypoglycémiques, la cytisine a été psépopour prévenir la mort des cellules
neuronales dans les maladies neurodégénératiVies, geie la maladie de Parkinson et les
maladies d’Alzheimer. De la rétamine a égalemedts@nalée d’avoir de I'anticholinetérase
(une enzyme liée a la maladie d’Alzheimer) tandie @ spartéine présente une large gamme
des propriétés pharmacologiques, telles qu'antitigpseur, ocytocique, diurétique,
anesthésie localéTouati et al., 2015)

[11.5.3.Intérét industriel et économique

Les rétames sont considérés comme un excellentafpriret leur boisest utilisé en
chauffage. lls sont riches en fibre, dont la longu@oyenne atteint 1,93mm, ils pourraient
donc étre valorisés dans I'industrie papetiereRetamesont aussi des plantes ornementales
en raison de leurs multiples fleurs odorantes. drafnes defRetamegossedent des Iéctines,
protéines allergenes, utilisées par la plante temécanismes de défense contre les insectes,
ce qui pourrait donc étre valorisé dans l'industtés bioinsecticidésahnane, 2010) Les
especes deetamasont également utilisées dans les paturages pounif de 'ombre et un

abri aux animaux, en particulier lors des jourrdesudes et sech{€@onzalezet al.,2018)
[11.6.Composition chimique

La composition chimique des différents extraits tiges, fleurs et des graines de l'arbuste

Retama Sphaerocar@amontrée qu’elles renferment :
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[11.6.1. Les acides gras

Ce sont la principal famille de composés dans I&grdnts parties de la plante,
représentant entre 37,1 et 85,1% du total des ceéngétectés, suivi des stérols dans les tiges
et des mono-glycérides dans les graines. Les aaydas saturés libreobservéssont :les
acides Hexadécaniqueet I'octadécaniquesont legipanx acides gras saturés libre trouvés
dansRetama sphaerocarpac6té.des acides gras dodécanoiques(C12), tétracosas@idlie
gui ont essentiellement concentré dans les tigPgsepetites quantités d’acides gras insaturés
libres ont été détectées dans les tiges et lesaga@ieRetama sphaerocarpgomme hexadéc-
9-énoiqugTouati et al.,2015)

[11.6.2.Les alcaloides et les flavonoides et leoffavones

L’extrait méthanolique d&etama sphaerocarpa permet d’identifier une large série
de substances naturelles dont la plus importancéegssoflavones et de leurs dérivés le
composé qui présent le pourcentage le plus élevdéeedérivé de diadézin@Boussahel,
2010).D’autre étude indique la présence de plusieuv®fiaides principalement les flavones.
(Louaar et al., 2005,2007 ainsi que d’autre flavonoides comme : flavondinmgHamouche
etal., 2017)

Tableau 3: composée contenus dans [I'extrait méthahque de Retama
sphaerocarpa(Louaar et al., 2005, 200J(Hamoucheet al., 2017)

Isoflavones Flavonoides
Daidzéine Flavone
Geénistéine Flavonol rutin
Glycitéine Lutéoline
Ephedroidine L’'apigénine
Daidzéine-glucosylmalonateRutin
Génistéine8-C-glycoside Daidzin

Au total 31 alcaloides ont été enregistrés danexéRits de différentes parties de plantes
(tige, feuille, et grain) des trois especes de RatéEl-Shazly et al., 1996)des alcaloides de

type quinolizidin, ainsi que cytisine, retamine, agpine, ammondendrine, 5-6
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déshydrolupanine, lupanine, anagyrirae spherocarpine,Les quinolizidinigug®oussahel,
2016).

[11.6.3.Mono-glycérides

Les mono-glycérides constituent la deuxiéme grdadelle de composés lipophile dans les
grains deRetama sphaerocarpa_e profil des mono-glycérides des grains est ausép
principalement deux mono-glycérides saturés (l-rheradécanoine et 1-mono-
octadécanoine) et deux insaturés (1-mono-octadi@éeire 1-mono-octadécénoin@ouati et
al.,2015)

[11.6.4. Les stérols

lls représentant la deuxieme classe la plus imptasades composés présents dans les tiges
de Retama Sphaerocarpa&comme : Campesterol, Stigmasterdl;sitosterof{Touati et
al.,2015)

[11.6.5.Alcools a longue chaines

Des quantités mineures d’alcools a longues chgin€8A), ont été apercues dans les deux
parties morphologiques deetama Sphaerocarpeomme : Hexadecan-1-ol, Octadec-9-en-1-
ol, Octadecan-1-ol, Eicosan-1-ol, Docosan-1-ola@0asan-1-o(Touati et al., 2015)

111.6.6.Cyclitols

Le pinitol a été isolé de cladodes et quantifiéstRetama sphaerocarpal,9%Gonzalezet
al.,2018)

[11.7.Usage deRetama Sphaerocarpa

- Les plantes du genrRetamasont utilisées en médecine traditionnelle du Ipassi
meéditerranéen comme émeétique, purgatif et vermifuge

- Des cladodes en poudre deetama Sphaerocarpdusionnés a du miel, sont
administrés par voie oral comme émétique, et udeoction de cladodes constitue un
lavement utile utilisée comme purgatif et vermifuge

- Une décoction de racine dRetama sphaerocarpast utilisée pour traiter le diabéte,
tandis que les racines sont employées comme reooide la diphtérie.

- On utilise la curiethérapie dans la partie occidlentde la province de Grenade
(Andalousie, Sud de I'Espagne), une infusion ouodtion de cladodes et de fleurs est
appliguée en cataplasme pour soulager les douledrsulaires, les contusions et les

luxations, aussi pour soigner les blessures etigsrcutanées.
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- De plus, en administration orale, une décoctionlddodes et de fleur est utilisée dans
le traitement du diabéte et de la fievre

- L’ingestion de fruits frais et employer pour ennaje diarrhée ; et une infusion de
fleurs pour traiter les maladies du f¢@onzalez et al .2018).

- Une décoction s’emploi, en frictions, contre lerjirat la gale humaine et animale.

- Les racines de cette espece sont trés utiliséesmeoabortif, en fumigations ou en
lavements vaginaux.

- La poudre des feuilles et des fleurs séchées dpdte est utilisée comme cicatrisant
dans les circoncisions, comme vulnéraire, antigaptiet sédatif dans les soins locaux des

plaies, blessures, ulcérations de la peau et bsytorulentg§Boussahela, 2011).
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Matériel et méthode
Les expérimentations effectuées dans cette étudété@mccomplis dans le laboratoire de recherche
sur les applications et molécules bioactive estal®ratoire de toxicologie de département de
biologie.
[.1.Matériel
[.1.1. Matériel animal

Les souridflus musculus)C’est un mammiféere de I'ordre des rongeurs, les pitilisé dans
la recherches sur les maladies et les tests deitéf&ourari et al., 2017)Des souris males
provenant du centre d’élevage de l'institut de @ast’Alger ayant un poids compris entre 27 et 37
g. Une partie des expérimentations (élevage, tnaite et tests comportementaux) a été réalisée au
niveau de I'animalerie de la faculté des sciencextes et sciences de la nature et de la vie. Pour
respecter leur cycle biologique, les souris ont ®ié sous des conditions de température et
d’hygrométrie ambiante. Les cages ont été netteyés litiere changée un jour sur deux. Les souris
ont été soumis a une période d’adaptation d’'un mitssétaient répartis en 4 lots de 05 souris

chacun et nourris avec du pain et avaient un ditwesa I'eau (biberons remplies d’eau de robinet).

Figure 10 : souris mus musculus
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[.1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude eststitoé par les feuilles d®etama
sphaerocarpa. Les feuilles ont été séchées a l'air libre jusgupoids constant et rendue sous forme
de poudre a l'aide d'un broyeur de laboratoiRetama sphaerocarpa utilisé dans cette étude
provenait de la région de SERDIES au sud-ouesa délaya de Tebessa. L’identification du genre
et de I'espece a été faite par Mme Hioun (Enseignda Botanique a I'Universté de Tébessa) sur la
base de la Clé de QUEZEL et SANTA 1963.

Figure 11 :Retama sphaerocarpa Figurel2 :localisation géographique dt

Retama sphaerocar pa

I.2.Méthodes

I.2.1.Extraction d’extrait méthanolique de Retama spaerocarpa

Apres la récolte les échantillons ont été préppoés I'extraction .

I.2.1.1.Nettoyage et séchage

Les feuilles ont été débarrassés des débris pigaesement nettoyées avec de I'eau du robinet
puis séchée dans un endroit bien aéré et a I'eddurdiére.

1.2.1.2.Broyage et tamisage

Dans un broyeur électrique le matériel végétaléabgbyeé puis tamisé jusqu’a I'obtention d'une
poudre fine et homogéne cette texture fine perraeiginenter la surface de contact entre le solvant
et la matiere végétal et supposé donner un rendettextraction trés importante.

1.2.1.3.Stockage

La poudre obtenu a été stockée dans une boite epBEymée hermétiguement afin d’éviter

d’éventuel dégradation par 'humidité ou la lumiére
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[.2.1.4.Extraction
Afin d’extraire les principes actifs de la planst& une extraction solide/liquide (macération)é& ét
réalisée le meilleur rapport d’extraction est de01(p/v) ainsi le protocole adapté et le suivant :

. 100g de poudre a été macéré dans 1000ml du méthanol

. Le mélange et soumis a une agitation mécaniqumpérature du laboratoire pendants 72h.
. La macération a répétée 3 fois avec renouvellechesblvant.

. L’extrait a été récupéré apres filtration du mékmad’aide d’'un papier filtre.

. le méthanol est éliminer du filtre par évaporatiotative dans un rotavapor (BUCHI).

. L’extrait a été conserveé pour utilisation ultérieur

Maceration

Filtration Evaporation du solvant
Figurel3: Etape de I'extraction

[.2.1.5 La dose létal Dlsp Retama sphaerocarpa

D’apres les résultats des recherches précédentBsudesahel 2011,2016) la Dy obtenu
était de (3479,05+£228,78 mg/kg) avec un intervake confiance de 95% de (3250,27-3707,84
mg/kg) selon la classification dBiezi(1989), qui considere comme légérement toxique les
substances dont la [Bd-se situe entre 500 et 5000 mg/kg de poids corpetelonc la DL50 de
Retama sphaerocarpa se situe dans cette fourchette, étant Iégerenosiquie en cas d’'ingestion

aigue
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[.2.1.6.Préparation des solutions
. NiO NPS une dose de 10 mg/kg : la solution prépaémg dissoute dans 1 ml d’eau phy-
siologique.
. Retama sphaerocarpa une dose de 250mg/kg : la solution préparée 1@Oextrait deRe-
tama dissoute dans 1 ml de I'eau physiologique.
[.2.1.7.Calcule de rondement

Le rendement de la plante en extraits est le rapmgdre le poids de I'extrait et le poids de
la plante a traiter( Kadi et al., 2016).e rendement qui est exprimé en pourcentage aaftélé pa
la formule suivante ;

oids de l'extrait en
14 ) < 100

" le poids de la mtiére végetal utilisé en (g)
R=rendement de la matiére essentiell&dama sp en pourcentage

|.2.2. Traitement

Un effectif total de 20 souris a été utilisé au rsode ce protocole. Les souris ont été
répartie en 4 lots de 5 souris chacun.Les différéraitements (Np-NiO, EM-Rs et mélage) ont été
administrés par voie orale en fonction de poid&i@d d'une micropipette comme le résume le
tableau suivent :

Tableau 4: Traitement administré avec dose

N~ du Nature de lot Produit administré Dose administrée
lot
1 Témoin Eau physiologique 0.5ml
2 Traité par les Np-NiO Np-NiO en solution 10mg/Kguidala et
al.2017,2018))
3 Traité par EMRs Retama sphaerocarpa en | 250mg/Kg
solution (Boussahel.et al
2018)et(Algandaby
et al 2010).
EMRs+Np-NiO EMRs+Np-Nio en 250mg/kg+10mg/kg
solution
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Figure 14 : Administration des différents traiteme
par gavage

I.2.3.Sacrifice et prélevement des fois
Apres 30 jours de traitement, les souris des 4 ggswnt été sacrifiés par décapitation. Aprés

dissection, les foies ont été récupérés et conselads un papier aluminium au congélateur a -45°C

jusqu’a I'analyse.

FigurelS : Sacrifice des souris

A/ Décapitation, B/ Préparation de la souris, C/Dissection, D/Prélévement de fois
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Il. Testes comportementaux

Par l'utilisation de testes comportementaux sur sasis témoins et ceux soumis aux
apparentes traitements par les nanoparticules a#eNiet I'extrait méthaolique d&etama
sphaerocarpa on peut déterminer I'état de vigilance ou les c@pacpsychomotrices, d’autre
permettant d’évaluer I'état de stress, I'état psyad de la souris. Dans notre étude I'utilisatias d
souris males est justifiée par le fait que, cordraent aux femelles, ils ne sont pas soumis a des
cycles hormonaux qui pourraient induire des varretide comportemeniR@mmal, 2018)Ces tests
comportementaux ont été effectués apres les 38 phutraitement. Selon les moyens disponibles
dans notre faculté on a effectué une série de:tests
- Piscine de Morris (PM).
- Open-Field (OF).
- Labyrinthe Classique (LC).
- Dark-Light (D-L).
Les tests sont effectués durant les derniers O jdu traitement .Tous les tests ont été réalisés
pendant la journée. Est les résultats sont prige da cailler.
[I.1. Test de piscine de marris
. Principe du test
Le but de ce test est d’évaluer la capacité deassaumémoriser et a gérer l'information spatiale
pour échapper a une situation aversive (I'eau lthissin) en atteignant un refuge le plus rapidement
possible.
. Dispositif du test

Le dispositif expérimental est constitué d'un bassrculaire en plastique (50 cm de
diamétre, et 30 cm de profondeur) rempli d'eauehauteur de 15 cm. La température de I'eau est
relativement basse (20°C) conférant a ce test tact&e aversif pour I'animal. Une plateforme de
15 cm de diametre et de couleur ultra-transparestedisposée a l'intérieur de l'enceinte. Cette
plateforme est située en relief de la surfaceeadmilpour étre visible a I'animal. Des reperes s,plu
moins, carré rose et carré blanc sont répartisgaakre coins de la piscine, pour permettre a I'ahim
de se diriger facilement vers la plateforme (Figl®® La position de la plateforme reste inchangée
(Daubié ,2011).
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Figure 16: Dispositif du test de piscine de Morris

. Procédure du test

Le test a été réalisé sur 4 jours consécutifs cherement suivis d’'un test de mémorisation
le 5eme jour. Du ler au 4éme jour, les entrainesnemtdéroulent durant une période de 1 a 03 min
(la durée de résistance dans l'eau des sourig)ldteforme située en relief est visible et I'eati es
limpide. Ces 4 jours sont reversés uniquement welinies animaux a ce test sans prendre de
mesures. Le protocole consiste a localiser la foate dont la position reste inchangée (ici dans le
guadrant ouest). Chaque souris subit une séandilignoe dans laquelle I'animal est déposé dans
I'eau face a la paroi depuis un point de dépadrdéhé. L'essai se termine lorsque la souris attein
la plateforme ou apres I'écoulement des 3 min. Idiwela plateforme trouvée, les souris y restent
pendant 20 secondes.Le 5eme jour, les souris sulbbiss test de rétention dans le bassin de 60
secondes. Le protocole consiste a rendre la ptatefinvisible (par I'ajout du lait en poudre pour
opacifier I'eau) et de mesurer principalement lmge passé dans le quadrant qui contenait la
plateforme au cours (le quadrant ouest) ainsi gu®imbre de passager au-dessus de I'emplacement
exact ou se trouvait la plateforme le plus rapidenpessible.

. Variable mesure: le temps parcouru par les souris pour atteifedptateforme.
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[1.2. Test d'Open field

. Principe du test

L'Open field a souvent été utilisé pour mesurer déplacements de la souris et déterminée le
comportement moteur ainsi que les capacités psystrmas(Houari,2015).

. Dispositif du test

L'open field est constitué d'une enceinte carréexB0x 40 cm) qui se divise en 8 zones de surface
égales.

Figure 17 : Dispositif expérimental du test d'open field

Procédure du test

Toutes les souris traitées par les différentsemagéints sont testés, en une seule séance de 3 a
5 minutes. L’'essai commence apres la mise en plas®uris dans un des quatre coins (coin gauche
de I'enceinte : Carré n°1}Figure 17), la téte orientée vers le angle Une souris tré&ildvite le
centre du terrain, et reste a la périphérie etdgéggacements sont observé pendant 5 minutes pour
mesurer I'espace traversée, apres chaque essaibem et nettoyée avec I'éthanol 10%.
. Variable mesure
Les variables mesurés sont les suivantes :

Le nombre de cases traversé (locomotion).

Le nombre de redressements.

Le temps de latence.
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[1.3.Test de labyrinthe classique
. Principe du test
Pour éclaircir le comportement mémonique et desadigs en cas de I'animal stressé, nous avons
procédé a la réalisation d’'une expérimentation xi&t@ (test de labyrinthe classig(Mpvits et al.,
2005).
. Dispositif du test

Ce test est realisé dans une enceinte d’'aspe@ @0~x60x35 cm) en bois comportant
nombreuses couloires en labyrinthe de taille idemti(25%35 cm) de grandeur changeante selon le
croissement, comportant pareillement une zone dedage et une autre d'arrivée. Ce labyrinthe
est laissé sur une table d’hauteur de 9QMmwits et al.,2005).

Figure 18: Dispositif expérimental de test de labyrhinte dlass

Procédure

Les souris montrent généralement un passage de dugge dans le labyrinthe entre le point de
démarrage et celui d’arriviste. Le comportemenkpleration se traduit par un temps supérieur
passé dans les centres de voies de couloirs, iquitssnsidérés comme anxiogenes pour la souris
stressé ; alors que le comportement de fuites'bk#sque la souris passeplusde temps dans le
point de démarrage ou les angles (Movits et al5200

. Variable mesure

Pour estimer le degré d’anxiété des souris on radsutremps passé dans les différentes parties du

dispositif. De ce fait, le principe du test repase le fait qu'une souris qui traverse plusde temps
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dans les angles ou les places de départ primititestidéré comme anxieux. La durée du test est de
5 a 15 min et entre chaque essai le labyrinthaeaistyé avec de I'éthanol 10%

[l.4.chambre claire/obscure

. Principe de test

Le test lumiére/obscurité est basé sur 'aversimiéé de souris vers des zones fortement éclaitées e
sur le comportement exploratoire des souris enngpa des facteurs de stress légers, c’est-astlire u

environnement lumineux. Il est destiné a évalueiveau d’anxiété chez I'anim&6urin, 2002).

. Dispositif du test

la boite claire/obscure est constituée de deuximiesede forme carrée de dimensions (25x25%25

cm) l'une peinte en noire et fermée, l'autre ouwestr le dessus et éclairée par une peinture

blanche, les deux enceintes communiquent entr@@uxne ouverture

Figure 19: Dispositif expérimental du test

. Procédure du test

Les souris ont été indépendamment placées darmripactiment sombre. Leur comportement est
enregistré pendant 5 minutes en prenant en coasigiéle nombre d’entrées dans le compartiment
lumineux et le temps passé dans ce deffammal,2018)L’animal est observé durant 10 minutes,
afin de mesure le temps passé dans chacun desacomgnts Généralement les animaux passent
plus de temps dans le compartiment sombre que ldacsmpartiment clair considéré comme un
milieu aversifKilfoil et al., 1989).

. Variable mesures

- Temps total passé dans compartiment lumineux.
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[.5. Analyse statistique des résultats

Les quantités des métabolites (protéines, glucaddpides) sont déterminées a partir des courbes
d’étalonnage en utilisant Excel.

L’analyse statistiqgue des données est effectuéiegast ANOVA a un seul facteur suivi par le test
de Tukey pour la comparaison entre les différenits éntre eux. Cette analyse a été faite grace au
logiciel Minitab (Version 16).

Les différences sont considérées comme:

> Significative lorsque (P <0,05).

> Hautement significative lorsque (P <0,01).

> Trés hautement significative lorsque (P <0,001).
>

Avec p : seuil de signification.

[ll. Dosage des métabolites

[1l.1. Préparation de I'homogénat

Le dosage des différents paramétres biochimiqueséipes, glucides et lipides) a été réalisé sklon
procédé de Shibket al. (1966) tell que c’est présenté dansHeyre23) Aprés homogénéisation aux
ultrasons du tissu hépatique conservés dans du T@Agcentrifugation (5000 tours/min pendant 10
min) permet d'obtenir un premier surnageant quiisepour le dosage des glucides. Ce premier culot
est récupéré dans 1 ml d'un mélange éther/ chlor@dV/V) et une deuxieme centrifugation (5000
tours/min pendant 10 min) permettra de récupérsutaageant Il qui servira au dosage des lipides.

Le culot Il servira ensuite pour le dosage deségimes apres addition de 1 ml de NaOH (0,1 M).
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v

Figure 20 : Extraction et dosage des métabolites chez lesssouri
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[11.2. Dosage de glucides

Le dosage des glucides a été effectué selon Duwhate Florkin (1959). Cette
méthode utilise I'anthrone comme réactif (150 manthrone, 75 ml d’acide sulfirique et 25 ml
d’eau distillée) et une solution mére de glucogglTomme standard. La méthode consiste a
additionner a une fraction aliquote de }10@le surnageant des différents échantillons, 4enl d
réactif d’anthrone. Aprés chauffage du mélange danisain marie (80°C pendant 10 min) une
coloration verte se développe. L'intensité de l@ion mesurée a une longueur d’onde de
620 nm est proportionelle a la concentration dasidés présente dans I'échantilldAnnexe
01)

[11.3. Dosage des protéines

Les protéines ont été quantifiees selon les méthddeBradford (1976) qui utilise le
bleu brilliant de coomassic G 250 (BBC) comme riéagt I'alboumine de sérum de bceuf
(B.S.A) comme standard. La gamme d’étalonnage aéélésé a partir d'une solution mere de
B.S.A (1 mg/l) et le B.B.C (100 mg de BBC + 50métitanol .Agitation pendant 2 heures. 100
ml d’acide orthophosphorique sont alors ajoutds &iut est complété a 1000 ml avec de I'eau
distillée) Le dosage des protéines a été effecass dune fraction aliquote (10d). Les
absorbances ont été obtenues grace a un spectopitod et la lecture est réalisée a une
longueur d’onde de 595 nrfAnnexe 02).
[11.4. Dosage de lipides

Le dosage des lipides a été effectué selon la métde Goldsworthgt al., (1972).
Cette méthode utilise la Vaniline comme réactif3@ g de Vanilline, 195 ml d’acide
orthophosphorique a 85% et 55 ml d’eau distillée)ree solution mére de lipides (2,5mg/ml)
comme standard. Un millilitre (1 ml) d’acide sulfyue (98%) a été additionné aux échantillons
est additionné. Apres agitation, les tubes ontchguffés dans un bain marie (100° C pendant
10 min). 200ul sont ensuite prélevés de chaque tube et 2,5 mEaetif a été ajouté. Les
absorbances sont lues aprés 30 min d’obscurit@ domgueur d’onde de 530 ifAnnexe 03).

[11.5. Formule de numérotation sanguine (FNS)

L'hémogramme ou numération de la formule sanguiNS| permet de comptabiliser
tous les éléments du sang : globules rouge (héshatigobules blanc (leucocytes) et les
plaquettes. Cet examen permettant d'apprécier alesngtres qualitatifs du sang, est l'un des
examens biologiques les plus courants prescrit ¢tRargadre d'un bilan sanguin. Il permet

d'évaluer I'état de santé général du patient. tilégmlement prescrit en cas de suspicion
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d'anémie ou d'infection, ou pour veérifier 'étattritionnel et I'exposition a des substances
toxiques.

L'hémogramme automate est réalisé par I'apparedtrél médical (compteur coulteur); il ne
demande aucune intervention manuelle pour l'agmirade I'échantillon. Les dilutions, les
mesures ; les calculs, l'affichage et la sortierdssltats. La dilution se fait automatiquement a
partir d'un sang total prélevé sur EDTA dans unitlg isotonique et tamponné, dépourvu de

particules.
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V. Résultats

IV.1. Effet sur les paramétres de croissance des\sts
IV.1.1. Efffet sur le gain de poids

Les valeurs moyennes du gain du poids (mesur@ elgrdernier et le premier jour du
traitement) chez les souris témoins est traitédeobips-NiO et les EMRs sont représentées dans la
(Figure2l). Nos résultats montrent que l'administration depsiNiO diminue de facon
significative (p <0,05)le taux moyen de gain dedgofg) en comparaison avec les souris témoins
(2,1 gvs 8,2 g). L’administration de 'lEMRs ajuste lIégémmh les moyennes du gain du poids
comparées aux témoins (8,2/93,9 g). En revanche La combinaison des EMR et gediNOest
associée a une diminution significative du gainpdéds des souris en comparaison avec les

témoins: 2,5 ¢s 8,2 Q).
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Figure 21:Variations du gain de poids (g) chez les sourisfarat traités
NS : non significatif S: significatif T :#&moin N : nano particule R : Retama

IV.1.2. Effet sur le poid relatif du foie

La (figure 22) présente la moyenne du poids relative du foieegstré chez les souris
témoins est traités par le Nps-NiO et 'TEMRs. Nésultats montrent que I'administration de Nps-
NiO augumente significativement le poids relativefdie comparée aux témoins (5,8%s3,50
L’administration de’lEMRs augumente également dmifesignificative le poids relative du fois en
comparaison avec les souris témoins (5,M3)50 g).. La combinaison de 'EMRs et des Nps -

NiOest associée a un pod relative du fois identagaelui du lots traité par les EMRs seul (5,10 g).

47



Résultats et discussion
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Figure 22:Variation de poid relatif du foie % chez les sowéoin et traités
IV.2. Effet desNps- NiO et EMRs sur le comportemendles souris
IV.2.1 Effet sur le test de Clair/Obscur

La( Figure 23) présente le moyen de temps dans I'espace somgmdashsouris témoins et
les souris traité par les Nps-NiO .Les résultatatmemt I'administration des Nps-NiO diminue le
temps moyene(p <0,05).dans l'espace sombre pamrtappix témoins (300s vs 400s) La
combinaison EMRs+Nps-NiO n'exerce aucune modulatienmoyenne de temps dans l'espace

sombre (300s).Le groupe traité par le EMRs seutémeste (360s) presque identique aux témoins.

450

moyenne de temp

Figure 23:Variation de moyenne de temps dans l'espace sateltest Dark/light

chez les souris témoin et traités
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IV.2.2.Effet sur le test de piscine de Morris

Les variations du taux moyen de temps écoulé (s)f ptteindre la plateforme dans la
piscine de Morris chez les souris témoins estésagont présentées dans(fagure 24). Nos
résultat montrent que I'administration des Nps-Nifdvoque une augmentation significative (p
<0,05). du temps moyen de la nage par rapport ausisstémoins((60 s vs 15 s ).Par ailleurs,chez
le lot traité par TEMRs,nous avons enregistré amedification notable du temps de la nage en
comparaison avec le témoin (38s15,s). L'administration concomitante des Nps-Ni@ed’EMRs
provogue une augmentation dutemps moyen passéalaiscine mais elle reste non significative

comparée aux témoins (4¥s15 s)

= AT S  rencssmec SRR

60

=

8

S

20

10

variation de temp dans 'eau de picine

Figure 24: Variation de moyenne de temps dans I'eau de ¢egisdine(s)
Chez les souris témoins et traités
IV.2.3 Effet sur le test de labyrinthe

Les variations du temps moyen écoulé entre letm@ndépart et celui d’arrivée chez les
souris témoins et traité par les Nps-NiO ont preseans laKigure 25)Nos résultats signalent une
augumentation non significative du temps moyen dbdat traités par les Nps-NiO comparée aux
témoins (100s vs 39s s).L’administration de I'EMBSt associée a une augumentation non
significative du temps moyen aux témoins (6is89 s). La combinaison de 'EMRs et des Nps-
NiO améliores le temps moyenne (42 s) mais cetteurs rest non significatif par rapport aux

témoins.
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Figure 25:Variations de temps moyenne de test de labyrintlee c
les souris témoins et traités
IV.2.4. Effet sur le test de Open —Field

Les variations du taux moyennes rearing time (gzdBs souris témoins est traités sont
présentées dans I&igure 26). Nos résultat montrent que I'administration dessiNO chez les
souris provoque une augmentation non significativeaux moyennes rearing time (s)par rapport
aux souris témoins((39vs27.67 s).Par ailleurs,Chez le lot traité par le EVighregistré une
augmentation non significative du taux moyennesingaime (s) en comparaison avec le témoin
(38 svs 27.67 s). L'administration du Nps-NiO avec EMRswywque une diminution plus
accentuée du taux moyen des rearing time(s)ma&gesdte non significative comparée aux témoins
(32 3/27.67 s).

60,00 —n———— —_—

NS NS NS
5000 —+———— —_— — =

40.00 T l

30.00 Il

[s)

Rearing

20.00

10.00

0.00 T T T 1

lots

Figure 26: variation de rearing de test d’open field
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IV.3. Effet sur les métabolites
IV.3.1. Effet sur les glucides

Les variations du taux des glucides au niveau teidbez les souris témoins et traités par
I'extrait méthanoliqgue d&®etama sphaerocarpa (EMRS) et aux nanoparticules de I'oxyde de Nickel
(Nps-NiO) et leur combinaison sont présentés dar(figure 27). Nos résultats montrent que le
traitement par TEMRs augmente significativemenk(05). le taux moyen des glucides comparé
aux témoins (880 mg/Lvs 480 mg/L). Les Nps-NiO quant-a-eux augmentent ergaht
significativement le taux de glucides hépatiquessnaades niveaux plus élevés (1100 mg/l). La
combinaison des Nps-NiO et 'EMRs diminue le taws @lucides hépatique en comparaison avec
le lot traité par Nps-NiO mais cette valeur restargd-méme significativement supérieure a celle

des témoins (890 mg/L).
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Figure 27 : Variationdu taux moyen des glucides hépatiques chez

les souris traités et témoins (mg/l)

IV.3.2. Effet des protéines

Nos résultats montrent que le taux des protéinpatiggies a augmenté significativement
chez le groupe traité par les NPs-NiO par rappoxttémoins. En effet, nous constatons que le taux
de protéines passe de 1,30 mg/l chez les témoihg &g/l chez le lot traité par les NPs-NiO.
Cependant, les souris traitées par 'lEMRs n’entegis pas une augmentation significative du taux
des protéines hépatique en comparaison avec lesngifi,3 mg/L). Le co-traitement des NPs-NiO

et 'EMRs est a I'origine d’'une diminution du tades protéines hépatiques en comparaison avec le
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lot traité uniquement par les NPs-NiO & une vatpum’est pas significativement différente a celle
enregistrée chez le lot témoin (1,4 mg/L).

e cmesemns:.  ssssscmmsecsmmssssmmmencamssses
5 | L BRSPS RSS! e ([ J——
1.50
1.00 -

0.50

Concentration moyenne des
proteines au niveau hépatiques |
mg/L)

0.00

Lots

Figure 2&ariationdu taux moyen des protéines hépatiques chez Is
souris traité et témoins (mg/l)

IV.3.3. Effet des lipids

La( Figure 29) presente les variation du taux moyen des lipidgstigues chez les souris
témoins et traité par les Nps-NiOet EMRs. Nosltaats signalent une augmentation significative
du taux des lipides au niveau du lot traités paipeNiO comparé aux lot témoins (1,10mg/L
vs.0,40 mg/L).Le Co-traitement Nps-NiO et EMRs diminigetaux des lipides a (850 mg/L).
Notons que le lot traité par le EMRs seule morduessi une augumentation de taux de lipides par
rapport aux témoins (0,90 mg/L).
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Figure 29Variationdu taux moyen des lipides hépatiques chez
les souris traité et témoins(mg/l)
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VI.4.4 Effet sur FNS

VI1.4.4.1. Effet sur le taux de des plaquettes

Le taux moyen des plaquettes a significativemegtreanté (p <0,05). chez lot traités par
le Nps-NiO comparée aux témoirgs{x10° vs 47%10° plaquettes/ml respectivement) alors que
'administration de 'EMRs ne provoque aucun changet significatif du taux des plaquettes
(51x10° plaquettes/ml). La combinaison de 'EMRs avec Mgs-NiO diminue le taux des
plaquettes en comparaison avec le lot des soaiiges par les Nps-NidrZax10° plaquettes/ml)
cependant, cette valeur reste quand-méme siginvicaént supérieure a celle enregistrée chez les

témoins.
V1.4.4.2 Effet sur le taux des globules blanc

Les variations du taux sanguin moyen desglobul@sd{WBC) chez les souris témoins et
traitées par les Nps-NiO et delEMRs sont repré&ssntdans leT@bleau 05) Les résultats
montrent que l'administration des Nps-NiO induiteuaugumentation du taux moyen des
globules blanc comparé aux témoins (13,08x406,5x10cellules/ml ). L’administration
delEMRs quant-a-elle diminue le taux du moyen dibules blanc (5,95xf6ellules/ml) alors
que la combinaison des Nps-NiO et de 'EMRs auguedas taux des globules blanc a
(8,20x10cellules/ml).

V1.4.4.3. Effet sur le pourcentage des lymphocytes

Le( Tableau 05)représente les variations du pourcentage des lyoypd®dans le sangdes
souris témoins et traitées par les Nps-NiO et ddRS. Les résultats de cette étude indiquent que
'administration des Nps-NiO est associée a unereungation du pourcentage des lymphocytes
comparéaux témoins (91,65%%5,60%). L’administration delEMRs augumente leig@ntage
des lymphocytes par rapport a celui des témoin8(82ys 75,60%). L'administration de 'lEMRs
en association avec les Nps-NiO n'améliore pasusgmtage des lymphocytes en comparaison

avec les souris traitées uniquement par les na@{88i,50%vs 91,65%).

VI.4.4.4. Effet sur le pourcentage des granulocytes

Les résultats montrent que I'administration des-Nf3 est associée a une augmentation
significative(p <0,05). du pourcentage des gracytlss comparé aux témoins (15,7088,50%).
L’administration de 'TEMRs seul ou en associatauec les Nps -NiOquant-a-elle ne modifie pas
significativement le pourcentage des granulocytas gapport aux témoins(14,30%et 8,95%

respectivement).
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V1.4.4.5.Effet sur le pourcentagede I’'Hématocrite(KCT)
Nos résultats montrent que la moyenne du pourcerntBl e T a diminuée chez les souris

traités par rapport aux témoinkapleau 05 surtout pour le lot traité par la combinaison’#&Rs
et du Nps-NiO(45,6%s 46,64% respectivement).
V1.4.4.6.Effet sur le taux des globules rouges

Les résultats indiquent que I'administration desNO est associée a une augmentation
significative (p <0,05). du taux du moyen des gleburouges (RBC)comparé aux témoins
(9,50x10%s7,37x16%cellules/ml). L'administration de’EMRs ne modifigas significativement le
taux du moyen des globules rouges(8,915lules/ml) alors qu’en cas traitement combiné par
les Nps-NiO et FTEMRs,taux des globules rouge resgmificativement augmenté par rapport aux

témoins (9,30x1cellules/ml).
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Tableau 06:Moyenne et écart-types des parametres de la FerdeuNumérotation Sanguine des souris les soun@iné et traités apres 30j de traitements

WBC (x 10°) | Lym (%) | GRA (%) | Mid (%) [RBC (x10™) | HGB (g/dl) | HCT (%) |PLT (x10% | MCV (fl) | MCH (pg) |[MCHC (g/l)
6,5840,20 | 75,60+3,39 | 8,50+0,61 | 6,87 £0,95| 7,37 +1,12] 13,9+ 21,506,65 + 8,74 479 + 48,27 48,83 + 5,63 18,93 + 1,65 301 + 25,53
N | 13,05+ 0,25| 91,65¢1,85 | 15,70+2,90 | 10,4 +2,20| 9,50+0,12| 14,45+ 0,2%5,4 +0,20| 887 +19,0047,95 + 0,75 15,17 + 0,45 318 + 4,00
5,9540,25 | 82,90+0,40 | 8,95+0,25 | 5,3040,20 | 8,91+0,41 | 15,10+20 | 43,1042 510+12 | 48,05+0,75 | 16,30+0,40 |337,33+7,51
NR| 8,202 88,5042 14,3042 7,802 9,302 7,802 45,6042 720+2 49,5042 16,202 33142

Les moyennes affectées de lettres différentes ldamg&me colonne sont statistiquement différented,(b).

WBC : white blood cells = globules blantYM : lymphocytes GRA : granulocytes MID : autres types de globules blan&BC : red blood cells = globules rougeldGB :

hémoglobines HCT : hématocritesPLT : plaquettes MCV : mean corpuscular volumevalume globulaire moyenMCH : mean corpuscular hemoglobirieneur

corpusculaire moyenne en hémoglobinGHC : mean corpuscular hemoglobin concentratiamrcentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
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V. Discussion

Le but de notre travail est basé sur l'estimatiom Kintoxication par les
nanoparticules d’oxyde de nickel sur un modéledgimjue qui est les sourddus muculus et
a évaluer l'effet protecteur de I'extrait méthagak deRetama sphaerocarpa. Dans la
littérature, les travaux sur les nanoparticulexyi® de nickel sont trés rares. D’autre part, on
a remarqué une rareté d'études sur l'effet pretectde genreRetama sphaerocarpa. La
comparaison de nos résultats avec ceux de littératuse faire, si possible, avec les travaux
qui se ressemblent le plus & notre travail.
V.1. Rendement en extrait méthanolique

Les résultats de la présente étude indiquent carér mle 100g de poudre de feuille
de Retama sphaercarpa, le rendement en EMRs était de 34,17%. Ce rendepsait plus
important que celui rapporté dans la littératuren genéral, le rendement en extraits
méthanoligue deRetama sphaerocarpa varie selon la partie de plante qui a servi pour
I'extraction. Les résultats de rendement dans difftes études sont présentés dans le tableau

suivant Tableau07)

Tableau 7 : Rendement de différente partie d®etama sphaerocarpa

Solvant Partie de la Rendement Référence
plante (%)
13,15 Boussehl (2016)
Méthanol Tige
17,1 Guenfissi et Laifaoui (2012
Grain 12,86 Guenfissi et Laifaoui (2012
Rameaux 15,86 Bousshel (2011)
Fruit 9,24 Boussahel (2016)

Les resultats de rendements sont variable entreél5%3, dans les tiges
(Boussahle,201p et 17,1% cheZ{Guenfissi et Laifaoui , 2012)et entre 12,86% dans les
graindg Guenfissi et Laifaoui, 2012 et 9,25% dans les frgg@oussahel, 2016Ces variations

en rendement peuvent étre dues certainement aitbNige de la partie végétale utilisé dans
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I'extraction mais aussi elles peuvent étre duesradthode et la durée de séchage, a la région
et la saison de récole et a la méthode d’extra¢bamnet al., 2010).
V.1.Effet sur le gain de poids

Le traitement des souris aux Nps-NiO(10mg/Kg) aiihdne diminution sévéredans
le gain de poids (p<0,05).Cet effet peut étre exyar par la capacité de Nickel d’'induire des
perturbations physiologiques et métaboliques clagnhal, en influencant sur I'absorption et
le transport des éléments nutritifs et par consécpials peuvent induire une mauvaise
assimilation des aliments par I'organisifi¢attivale et al., 2013)La baisse gain de poids
peut-étre également duea la dégradation augmeetigides et de protéines suite a latoxicité
par le NickefMandava et al., 2009 ; Pardeep, 2004 ; Sidtaial., 2004)Contrairement a nos
résultats Dumala et al. (2019)a démontré que lorsque les animaux étaient traités des
doses moyennes et élevées de Nps-NiO, ils ont gnome augmentation de gain enpoids et
des irrégularités dans les habitudes alimentaias.conséquent, les NPs-NiO peuvent étre
classées comme des particules qui ne présenteneffi#s toxiques qu'a des doses plus
élevéeslorsqu'ils sont exposés pendant une lorguade Dumalaet al.,2019).
V.2. Effet sur le poids relatif du foie

Nos résultats montre une augmentation significatiue poids relatif du foie (p
<0,05). La littérature explique que cette augmémapeut étre due a l'accumulation de
Nickel dans le foigDas, 2004) Parce qu’il possede une grande affinité pouraigement
thiols protéique des membranes cellulaire hépasi¢Mathur et al.,1997)Il peut provoquer
certaines transformations morphologiques dans aebreux systemes cellulairé€oen et
al., 2001)D'autres études montrent un changement morphalegians le foie car les parties
nécrosees de l'architecture du foie ont révéléagseNPs pourraient induire lI'apoptose. Une
étude sur la lignée cellulaire du cancer du foilecades Nps-NiO,a induit une cytotoxicité par
apoptose aux concentrations expos@dsamed et al., 2013Une étude histologique des
coupes de tissus du foie des rats traités par pssNNO a montré des altérations Iégéres a
séveres par rapport aux témoins.Les tissus présehides parties nécrosées et des dépodts
granulomateuXDumula et al., 2017)De méme, une étude récente a montré que le dosage
réepété de NPs-NiOa conduit a lI'endommagement demtd@ytes,les infiltrations de
lymphocytes et les cellules graisseusgasquib et al., 2017).
V.3. Effets sur le comportement
V.3.1.Test de piscine de Morris

Le traitement aux Nps-NiO a induit une augmentasigmificative (p<0,05)de temps

nécessaire pour atteindre la plate-forme par rapeetémoins. Cela peut étre di aux troubles
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visuels et aux changements dans les tissus duaterieds que la fibrose dans le tissu cérébral
et l'inflammation(Dumala et al 2019) Des études portant sur d'autres oxydes métadlitjire
ont également démontré des altérations similaf&sarma et al., 2012 ; Singhet al.,
2013.En effet, ces auteurs rapportent des résultatsaqi en accord avec les nétres avec un
temps passé pour atteindre la plateforme signifieatent supérieure a celui des témoins.
Ces résultats sont également corrélés avec ceukadg et al. (2000jjui suggérent que
'exposition au Ni affecte le fonctionnement de gurs canaux ioniques neuronaux
différents de type N-méthyl-D aspartate (NMDA) dégi@nts du calcium. De plus, certains
auteurs indiquent que ce métal lourd module l'dgéivdes récepteurs NMDA.D'autre
étudessuggerent que le Ni induit I'apoptose degomas olfactifs du cortex sensoriel et
cérébralKhaled et al.,2014).
V.3.2. Test d'Open Field

Le traitement par les NPs-NiO a induit une augntemtaignificative de nombre des
redressements on comparaison avec les témoindtéeatiire montre que I'exposition des
souris au Ni entraine une augmentation signifieatilans le nombre de redressemepts (
<0,01) ce qui révéle une hyperactivité locomotdes animawexpliquée par I'action du Ni
sur le systeme dopaminergique qui se traduit par augmentation de la synthése, de la
libération du neurotransmetteur et I'hyperfonctiement des récepteurs post-synaptiques
(Khaled et al. , 2014)Contrairement avec certains auteurs qui démontrgué
'administration intra-péritonéale de chlorure dékéll a provoqué une diminution de la
dopamine dans le cortex cérébral et les noyauxcgnisraux(Fatehyabet al. , 1980)De plus
,'exposition au Nickel induit une perturbation ldeneurotransmission chez le rats En effet,ce
métal produit des changements de I'expression deegjliés a la dopamif@amsonet al. ,
2006) De plus,autre etude, indiqguent que les déternunati précises des données
comportementales sont difficiles a identifier s@itane exposition au NickgKhaled et al. ,
2014).
V.3.3. Effet sur le test de labyrinthe

Le test de labyrinthe a montré que exposition auRsINIO a induit une
augmentation de temps entre le point de dépaet gviht d’arrive. Ce comportement anxieux
des souris pourrait étre traduit par une interactile Nps-NiO avec les neurones
sérotoninergiques et dopaminergiques del‘hippocardjpe augmentation de niveaux de 5-
HT dans I'hippocampe est a l'origine d'un effenxi@gene(Leret et al., 2003).L'élaboration
de I'état anxieux correspond a ces perturbationsaqi associées au systeme dopaminergique

et cholinergiqgue(Bear et al., 2016)Etant donné que tout comportement dépend d'une
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commande cérébrale, les désordres comportementagervés chez l'animal anxieux
orientent la réflexion vers l'existence d'un dystmnnement dans la circulation ou le
traitement de l'information au sein du systeme e@vcentral(Slimani et al., 1997).Une
autre explication avancée p&.(ilarte et McGlothan , 2003)qui consiste que cet effet peut
étre expliguépar le fait que lesNPs-NiO interagissavec les systemes de transmission
catécholaminergique et glutamatergique au niveas décepteursNMDA (N-métyi
Daspartate).
V.4. Effet sur le test de Clair/Obscur

Les souris traitées avec le Nps_NiO, comparativéragr souris temoins, avaient
tendance a passer plus de temps (p<0.05) danstabeh claire Ces résultats suggerent que
les souris traitées avec le Nps-NiO sont moinsntrags et donc que les Nps_NiO possede un
effet anxiolytique. Cet effet, peut etre du a cads&ne inhbition des recepteur mCIluRs
impliqué dans la régulation des comportements amxieemieux , 2019)Une autre etude a
permis de conclure que l'inhibition du récepteurlof®s cause dans plus de 85% des cas un
effet anxiolytique chez les modéles anim@8wan et al., 2005).Cette anxiété peut etre lié a
un hypofonctionnement de la transmission synaptiqui@bitrice  GABAergique dans
certaines régions de I'encéphal8chlichter, 2008)
V.5.Effet des Nps-NiO sur la FNS

L'effet du traitement par lesNPs-NiO sur les pataese sanguins a révelé une
augmentation du taux des globules rouges,des @sbblancs, des lymphocytes,des
granulocytes et des plaquettes associées a unetivddade 'HCT. Cette augmentationdes
taux cellulaires des (RBC) pourrait étre due adtiérence des NPs-NiOdans le processus
del'érythropoiésgMorsy et al., 2016). L'augmentation du nombre de globules blancs a
indiqué que la défense innée a été activée dagmtizsme(Gui et al., 2011)Par contre, une
étude hématologique suite a un traitement par lesblez les animaux a montré une
réduction significative des niveaux de globulesgmet de HCT et amélioration des Plaquette
et des globules blanc a des doses plus él@Béssa et al., 2015) Contrairement a nos
résultats, d’autres étude sont rapporté que,lesNN®sinhibaient significativement le taux
globule rouggDumala et al., 2017) la numération plaquettaire et le taux d'H@E®ass et
al., 2017)
V.6. Effet de Nps-NiO sur les métabolites

Dans la présente étude,nous avons constaté gaexXedes métabolites (protéines,
glucides et lipides) a été significativement pdy&uchez les souris traités par les Nps-NiO

comparé aux témoins. Cette perturbation pourraé dtie a I'accumulation des Nps aux

65



Résultats et discussion

niveau du foisCherukuri et al., 2006, Yanget al., 2008)liée a la filtration et la présence de
cellules phagocytaires mononucléaires au niveaatlygge tels que les macrophages.Cette
accumulation, pourrait induire une toxicité hépatigchez les animawdghnstonet al.,2010 ;
Hirst et al., 2013)
V.6.1.Effet sur les glucides

L’'analyse des parameétres biochimiques a montréaugenentation remarquable de
la concentration des glucides au niveau hépatitpez tes souris traitées par les NPs-NiO.
Cette augmentation peut étre expliquée par plusibypotheses notamment I'augmentation
des réserves énergétiq(@arpy et al.,2000)en supposant que les groupes traités pourraient
affecter directement la synthese, le stockage eetmmposition du glycogéne dans le foie
(Massin et Erginay, 2010) En revanche, nos résultats sont en désaccordcauecdeJumel
et Lagadic(2000)dont les résultats suggerent un épuisement du dauglycogene dans le
tissu hépatique lors d’'un traitement par les NPS:-Niet effet, serait d0 a l'utilisation directe
du glycogéne pour la régénération d'énergie owe suitine I'hypoxie. Les glucides sont les
sources d'énergie primaires et immeédiates, en didiort des réserves glucidiques sont
épuisées pour satisfaire des demandes énergétigoess.
V.6.2. Effet sur le taux des protéines

L'effet des NPs-NiO sur la fonction hépatique a tn@nune augmentation
significative de la concentration des protéinesalignes chez les souris traitées aux Nps-NiO
en comparaison avec les témoins.Cette augmentapbomait etre du a l'induction de la
synthése d'enzymes de détoxification et de méwdian sous l'effet du stress oxydatif
(Nahid et al.,2015).le Nickel peut modifier le métabolisme des pnusi et les acides aminés
et leurs synthéses au niveau du f@#ari et Amudha, 2011)Contrairement a nos résultats,
certaines études montrent une diminution de taux mletéines due a lintervention des
groupements thiol et hydroxyle (SH, OH) des praéirdans la diminution des effets
oxydatifs des radicaux libres produite. Par coneéqe, ces protéines peuvent se dénaturer et
se fragmenter, ou perdre leurs structuigdarris et al., 2011).La diminution des taux des
protéines apres l'injection de nickel peut étre |égant due a une diminution de la
consommation alimentaire d’apport protéidBari and Amudha, 2011).
V.6.3.Effet sur les lipides

L'effet des Nps-NiO sur le profile lipidique a mo@itune augmentation significative
de la concentration des lipides hépatiques.Nodtaésiconcordent avec ceux Héaiedh et
al. (2008 qui ont trouvé des perturbations du métabolispidiue. Par conséquent, un taux

élevé de lipides peut étre due a un dysfonctionnémépatiqugDas etal., 2007)ou a la
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peroxydation suit aux effets oxydatifs des radichores due a une nécrose du f(lidisra et
al., 1990 ; Hfaiedh etal., 2008).Contrairement aux autre etude montrent une dinanwtes
taux des lipides totaux aprésl’injection de Ni(ptgut étre explicable par l'utilisation des
lipides dans la production d’énergie aux fonctieiales de I'organisme sous la toxicité du
nickel (Sidhu et al., 2004).ou le résultat des dégradations intenses desefipitks tissus
adipeux de l'organism&€émpel et Janicka, 2002).
V.7. Effet protecteur de I'extrait méthanolique deRetamasphaerocarpa

Dans la présente étude, l'administration de [I'ektranétanolique de
Retamasphaerocarpa en association avec les nanoparticules d’oxydeideia Iégérement
ajusté les désordres biochimiques (lipides, gliieteprotéines) et a légerement amélioré le
comportement des souris. Ce faible effet protegpewt étre di soit au choix de la dose de
'EMRs administré au souris, soit a la durée ditdraent, a la concentration de compose
chimique localisé dans les différent parties deldate (tige, grain, feuille, rameaux..) extraite
ou soit au choix de I'extrait. Cet effet protectpuobable est di a I'activité antioxydante des
'EMRs. En effet, Boussehl et al., (2017 ont rapporté des propriétés antioxydantes et
antiglycation du des extraits méthanolique et aguda fruit de Retamasphaerocarpa.
L’extrait de méthanol présentait une teneur plesé&ken flavonoides. Ces extraits ont montré
une activité antioxydante remarquable. L’extrait oethanol a également induit une
diminution importante de la formation de produitgafix de glycation avancée qui sont liée
ou stress oxydatif, a I'inflammation et a la réammte a l'insuline, ce qui suggere que cet
extrait riche en flavonoides et capable de prévesiréactions entre les sucres réducteurs et
les protéines qui conduisent a une glycation nomymatique. De mémeJavanoci et
al.,(1994)ont trouvé que les composées phénoliques et pitisyg&rement les flavonoides
sont reconnus comme des substances potentielleamtioixydantes ayant la capacité de
piéger les especes radicalaires et les formesivéade I'oxygene. L’effet scavenger des
flavonoides est attribué a leur faible potentiedobe qui les rend thermodynamiquement
capable de réduire les radicaux libre. D’'autre ,pases études ont déterminé
expérimentalement que I'extrait méthanoligue aquelex graines deRetama retam est
également actif comme agent hépato-protecteur pmiuire les altérations histopathologie
induite par la CCL4. Cet extrait pourrait égalemienerser 'augmentation des taux sériques
pathologique d’aspartate et d’alanine aminotreasiret de phosphatase alcaliGanzalez
et al.,2018). De mémeKoriem et al.,(2010) a trouvé des résultat similaire pour la toxicité
hépatique, sanguine, et rénal induite par le férlaccapacité de différent extrait &Retama

retam a diminuée le cholestérol sérique ainsi que saatpa restaurer les niveaux sérique
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bY

des enzymes hépatique et a inverser les altérdtistophatologique. Une autre étude
considérant I'extrait aqueux deetama retam a rapporté des effets antihypertenseurs et
diurétiques sur les rat hypertendus, en augmetiexarétion de sodium, de potacium et de
chlorure, ainsi qu’'en agissent comme une amélmmatidu taux de filtration
glomérulairdEddouks et al.,2007)D’apres la littérature, I'extrait aqueux a aussi effet
hypoglycémique. En effet, 'administration oraleudé dose de 20mg/kg de I'extrait aqueux
de Retama retam réduisait de facon significative le taux de glucasms le sang des rats
normaux ainsi que des rats diabétiques, cette hyp@mie peut étre expliqué par la
stimulation de la libération d’'insuline par le padas et la réduction de I'absorption intestinal
du glucos€EIl fennouni, 2012).
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Conclusion

L’objectif de la présente étude était d’estimentbixication par les nanoparticules de
'oxyde de Nickel chez les souris malsis musculugie la souche BALB/C, et d’évaluer
I'éventuel effet protecteur de I'extraites méthan® deRetama sphaerocarpées résultats

obtenus permettent de conclure que:

» Les taux des métabolites biochimiques au niveaatigdpe ont été perturbées par les
NPs-NiO notamment une augmentation des taux de glucidesesaugmentation des

taux de protéines et lipides par rapport aux témioin

» Les NPs-NiO a pérturber le comportement des soarn induisant une anxieté une

hyperactivité locomotrice, perturbation de concatitn et de memorisation
» Les nanoparticules d'oxyde de Nickel induisent im@atotoxicité.

» Nosrésultatsmontre que I'extrait méthanolique Bétama sphaerocarpalégérement
ajusté les désordres biochimiques (lipides, gliceteprotéines) et a legerement ameé-

lioré le comportement des souris intoxiquées paKRs-NiO.

Malgré queRetamespaerocarpgpossedent un effet antioxydant tres connu, Iesl+é
tats de cette étude ne semble pas concluants cudeur effet protecteur vis-a-vis
l'intoxication par les nanoparticules d'oxyde delé¢l. Ce faible effet protecteur peut étre di
soit a la dose administré, a la durée du traitenoen& la partie de la plante utilisé. Ceci
n'empéche pas de proposer 'lEMRs dans quelconghénsz thérapeutique lors d’une

l'intoxication par le NPs-NiO.

Afin d’approfondir les résultats dans la présentelé, il semble approprié de conduire
des recherches futures axées notamment sur :
» Evaluer les effets d’'une exposition chroniqgue aypsiNIiO sur une période plus
longue avec d’autres doses afin de mettre en éseddeurs effets toxiques.
» Conduire cette recherche sur d’autres modeles dgigples et d’autres parties de la
plante.
> Approfondir I'étude par des techniques plus congdetu niveau subcellulaire et mo-

l[éculaire.
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Annexes



Partie pratique

Annexe 01 : Dosage des glucides

Tableau 8 : la réalisation de la gamme d’'étalonnagepour les glucides aux niveaux

hépatopancréas.
1 2 3 4 5 6
bolution mere de 00 20 40 60 80 100
Eau distillée 100 80 60 40 20 00
Réactif d’anthro 4 4 4 4 4 4

Tableau 9 : Dosage des glucides : résultats des diéés optiqgues de de la gamme d’étalonnages

Concentration de S 20 40 60 80 100
glucose (mg/n
Absorbance(D 007: 012: 022 041: 100:
DO
0,2

y=0,0019x-0,0114
R%?=0,9867
2

0,15 +

¢ DO

——Linéaire (DO)

100 120

-0,05 -

Figure 30. Droite de régression exprimant les absbances a 620 nm en fonction

de concentration de solution de glucose (mg/ml) (Réoefficient de détermination)



Partie pratique

Annexe02 : Dosage des lipides

Tableau 10 : La réalisation de la gamme d’étalonnagpour les lipides aux niveaux de

I'hnépatopancréas
Tubes 1 2 3 4 6
Solution mere de lipide 00 20 4( 60 80 100
Solvant (éther/chloroforme) (1 10d 80 60 4( 20 00
Vanilline (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2|5 2.5

Tableau 11 : dosage des lipides résultats des ddasioptiques de la gamme d’étalonnage

oncentration de s@ 20 40 60 80 100
lipide (mg/ml
0,14
y =0,001x- 0,016
0,12 RZ= 0,954
0,1
g
S 008 -
=
S 0,06 -
o
<
0,04
0,02
0 20 40 60 80 100 120
Concentration de solution mére de lipides(mg/ml)

jure 20 Droite de régression exprimant les absorbance$ &aBBen fonction de conc

solution mere de lipides (mg/ml) (R2: coefficiert détermination).



Partie pratique

Annex03 : dosage des protéines

Tableau 13 :la réalisation de la gamme d’étalonnageour le dosage des protéines ou niveau

hépatopancréas
Tube 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 00 20 40 60 80 100
Eau distillé 100 80 60 40 2( 00
ReactifBBC(n 4 4 4 4 4 4

Tableau 13 : Dosage des protéines : résultats desndités optiques de la gamme d’étalonnage.

Concentration de€ 20 40 60 80 100
Absorbance (C 0,165 0,3221 0,558 0,6519 0,8126
¢ DO
—— Linéaire (DO)

20

40

60 80

100

120

Figure 32 :.Droite de régression experimant les absorban&@%am en
fonctionde concentration BSA (mg/l) (R% coefficiele détermination).



