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Résumé

L'homéostasie énergétique se définit comme le maintien de I'équilibre entre les apports et les
dépenses d'énergie. La rupture de cet équilibre conduit au développement de désordres métaboliques et
notamment de I'obésité. Cette pathologie est devenue un probléme majeur de santé publique en ce 21°
siecle et la consommation d’aliments hypercaloriques riches en graisse et hydrate de carbone est
considérée comme un facteur important, contribuant a 1’excés de poids et a 1’obésité. Des recherches
récentes ont montré qu’une supplémentation en acides gras polyinsaturés (AGPI) tend a corriger et/ ou
a prévenir 1’obésité. De ce fait, notre étude a porté sur I’incorporation, a un régime hypergras, ’huile
fixe des graines de Nigelle (Nigella sativa L.) trés riche en AGPI en comparaison avec I’huile d’olive
tres riche en acides gras monoinsaturés (AGMI).

Pour étudier I’effet hypolipidémiant de cette huile (HN) et en comparaison de 1’effet de 1’huile
d’olive sur I’obésité, huit lots de rats males de souche Wistar en croissance (agés d’un mois) ont été
régime hypergras chez les rats traités par la nigelle; 1’évolution pondérale, le taux de glycémie et
d’insulinémie montrent une baisse significative par rapport au groupe obése. Les taux sanguins de
triglycérides, de cholestérol total et des lipoprotéines athérogénes diminuent aussi significativement
chez ces rats. Notre étude a montré que I’huile de nigelle a pu remédier et /ou protéger I’organisme de
ses rats a une éventuelle installation d’insulino-résistance.

Nos résultats ont montré aussi une correction de la balance oxydante/antioxydante chez les rats
recevant le régime a base d’HN en corrigeant I’activité enzymatique de la catalase, la superoxyde
dismutase et en rétablissant les taux plasmatique, hépatique et mitochondrial des défenses contre le
stress oxydatif 1ié a 1’obésité. Cette activité de I’huile a été confirmée ultérieurement in vitro et elle est
due a la présence des polyphénols, des flavonoides et des quinones en quantité considérable dans cette
huile, en plus d’un rapport d’AGPI/AGS trés favorable.

Ainsi, une supplémentation en huile fixe de graines de N. sativa a montré un effet bénéfique par
I'amélioration de la tolérance au glucose ainsi que la fonction hépatique et pancréatique chez les rats
obeses et le métabolisme énergétique.

En conclusion, ses résultats nous ont permis de mettre en évidence 1’effet anti-obésité et de
notre huile végétale, qui méritent des études plus approfondies afin de dévoiler les mécanismes
moléculaires des actions biologiques de cette huile au niveau cellulaire, puis montrer son importance
pour un usage domestique comme source supplémentaire d’acides gras essentiels et de nutriment a
usage pharmaceutique pour prévenir ou corriger 1’installation d’une obésité.

Mots clés : Obésité, Nigella sativa, huiles végétales, activité antioxydante, insulinorésistance, stress
oxydatif.




Abstract

Energy homeostasis is defined as maintaining the balance between energy intake and energy
expenditure. Upsetting this balance leads to the development of metabolic disorders including
obesity. This disease has become a major public health problem in the 21st century and the
consumption of high calorie foods rich in fat and carbohydrate is considered an important factor
contributing to excess weight and obesity. Recent research has shown that supplementation with
polyunsaturated fatty acids (PUFAS) tends to correct and / or prevent obesity. Therefore, our study
focused on the incorporation, a hypergras regime the fixed oil of Nigella seeds (Nigella sativa L.) rich
in PUFAs compared with olive oil rich in fatty acids monounsaturated (MUFA).

To study the effect hypolipidemiant of this oil and by comparison with the effect of the olive
oil, the eight groups of male growing rats “Wistar”(one-month-old) were fed during eight weeks by
various diets. Obesity has been experimentally induced hyper fat diet in rats treated with nigella, the
weight evolution, the rate of glycemia and insulinemia shows a significant reduction to the obese
group. The blood rates of triglycerids, total cholesterol and atherogenous lipoproteins decrease
significantly at these rats. Our study to show that the oil of nigelle was able to remedy and / or to
protect the body of its rats in a possible installation of insulino-resistance.

Our results also have shown a correction of oxidative / antioxidant balance in rats receiving the
HN based diet by correcting the enzymatic activity of catalase, superoxide dismutase and restoring
plasma, liver and mitochondrial defense against oxidative stress associated with obesity. This activity
of the oil was later confirmed in vitro and is due to the presence of polyphenols, flavonoids and
quinones in considerable amount in this oil, in addition to a very favorable PUFA / SFA ratio.

Thus, a fixed oil supplementation of N. sativa seeds showed a beneficial effect by improving the
glucose tolerance as well as liver and pancreatic function in obese rats and the energy metabolism.

In conclusion, the results have enabled us to highlight the anti-obesity effect and our vegetable
oil, that deserve further studies to reveal the molecular mechanisms of biological action of this oil at
the cellular level and show its importance for home use as a supplementary source of essential fatty
acids and pharmaceutical use nutrient to prevent or correct the installation of obesity.

Keywords: Obesity, Nigella sativa, vegetable oils, antioxidant activity, insulin resistance, oxidative
stress.
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Avant Propos

Les travaux qui ont fait I’objet de cette présente thése ont été réalisés dans le
laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA), Faculté SNV-STU, Université
Aboubakr Belkaid, Tlemcen- Algérie et les analyses chromatographiques en
collaboration avec le Laboratoire de Chimie Moléculaire et Thiorganique
(LCMT) ENSICaen- France.

Notre problématique s’inscrit dans 1’axe de recherche qui concerne 1’étude des
plantes médecinales et les huiles végétales utilisées dans le traitement des maladies

métaboliques, dans notre cas, 1I’obésité.

L'épidémie de I’obésité devient un probléme majeur de santé publique dans les
pays développés et en développement. Plusieurs traitements sont développés pour
remeédier a cette maladie mortelle, y compris les régimes hypo caloriques amaigrissant,
I'exercice physique, les médicaments ainsi que la chirurgie, méme si souvent, les
résultats a long terme sont décevants. D’autre part, divers médicaments anti-obésité
ont été retirés du marché en raison de leurs effets secondaires intolérables sur le corps

humain.

Pour y remédier a ce manque de traitement pour cette pathologie, beaucoup de
chercheurs dans le domaine des sciences de l'alimentation, de la nutrition et méme des
diététiciens se sont penchés sur la recherche d'ingrédients alimentaires fonctionnels et /
ou des extraits de plantes qui peuvent empécher I'accumulation de la graisse du corps

et ainsi atteindre la perte du poids corporel.

Les huiles végétales et surtout ceux issu de plantes médicinales sont un bon

exemple qui illustre les actions de lipides alimentaires sur I'obesite.

Dans cet objectif nous avons voulu mettre en évidence 1’effet protecteur et/ou

correcteur d’une huile fixe sur I’obésité. Notre intérét c’est porté sur 1’é¢tude de 1’huile



fixe des graines de Nigella sativa L., (Ranunculaceae), en la comparant a lhuile

d’olive.

Les huiles végetales sélectionnées sont étudiées pour leur faible toxicité et pour
leur efficacité dans le traitement ou la prévention de ’installation de 1’obésité induite
expérimentalement chez le modele animal par un régime hypercalorique
(hyperlipidique) et ainsi les analyses phytochimiques, qui ont permis de déterminer les
substances actives des huiles, sont bien corrélées pour élucider leur mécanisme

d’action sur les auteurs de cette pathologie au sein de I’organisme.

Enfin, cette étude pourra constituer un bon moyen pour améliorer les stratégies

de prévention d’installation de I’obésité et ces complications des le jeune age.
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Un apport alimentaire équilibré en macronutriments (glucides, lipides et
protéines), ainsi qu’en micronutriments (minéraux et vitamines) est indispensable en
permanence pour maintenir les fonctions vitales de [’organisme (croissance,
développement, reproduction...). Par contre, un déséquilibre alimentaire constitue un
facteur de risque majeur de nombreuses pathologies telles que les maladies

cardiovasculaires, le diabéte et 1’obésité.

Cette derniere, considérée autrefois comme un signe de prospérité, est regardée
maintenant comme une maladie a part entiére, dont la prévalence augmente a un
rythme alarmant. L’obésité est devenue le probléme nutritionnel majeur dans la plupart

des pays, a tel point qu’on a pu parler d’épidémie mondiale (Shahzya et al, 2010).

L’ensemble des études menées a la fois dans les pays industrialisés et en voie de
développement indiquent une augmentation rapide de la prévalence de 1’obésité et du
surpoids : Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), cette pathologie a atteint
le seuil épidémique et on estime aujourd’hui a pres de 1,9 milliards d'adultes de plus
de 18 ans sont en surpoids, et 600 millions sont obéses (OMS, 2015). A I’Union
européenne, les derniéres estimations de L’TASO (International Association for the
Study of Obesity) montre que la prévalence du surpoids et de 1’obésité est de 61,7%
chez les hommes et de 47,1% chez les femmes, soit, 17,2% des hommes et 16,7% des
femmes sont obeses (L’TASO, 2007).

Aux Etats-Unis, selon des données publiées par le « National Health and
Nutrition Examination Survey » en 2008, 68 % des adultes entre 20 et 74 ans étaient en
surpoids ou obéses. Une autre é¢tude estime que si aucune évolution n’a lieu dans les
annees a venir, en 2030, pres de 86 % de la population pourrait étre en surpoids ou
obese dont pres de 21,1 % d’adultes et 30 % d’enfants (Wang, 2008).

L’épidémie d’obésité, dans les pays en voie de développement, touche environ
115 millions de leurs habitants. Au Maroc et en Tunisie, 1’obésité touche 13 a 14% de
la population et 37,7 % en Mauritanie (Kemali, 2003). Une étude plus récente faite au
Maroc a conclu une prévalence de I’obésité qui a atteint 3,7% chez les hommes et

20,5% chez les femmes (Ndiaye, 2007).
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L'Algérie, comme de nombreux pays du Maghreb en plein essor économique,
n'est pas épargnée par ce fleau des temps modernes. La situation en matiére de
surpoids et d’obésité s’aveére préoccupante dans notre pays, prés de la moitié de notre
population présente une obésité. Le tiers accuse un surpoids, 15,1 % ont un exces
pondéral franc et 1,2 % une obesité morbide (Kemali, 2003). En 2005, 55,9 % des
personnes agées de 35-70 ans étaient en surpoids et 21,24 % étaient obéses. Une autre
étude de la prévalence de I'obésité dans la population algéroise a trouvé que sur 495
sujets 58 % ont une obésité androide (Hatri, 2007).

Une étude sur la prévalence du surpoids et de 1’obésité chez les enfants agés de
5 a 8 ans scolarisés a été menée a Tébessa (Algérie) entre 1998 et 2005. La prévalence
du surpoids et de I’obésité pour I’ensemble de I’échantillon (n = 3396) a été de 6,36 %:
elle est passeée de 7,44 % en 1998 a 5,81 % en 2005 (Taleb et al., 2010).

Une étude récente a porté sur la prévalence de I'obésité chez des adultes de 35 a
70 ans en association avec leur région de résidence, le sexe et la situation socio-
économique en Algérie. La prévalence de I'obésité était significativement élevée chez
les femmes a 30,1 £ 2 % en comparaison aux hommes qui était de 9,1 £ 2,0 % et 13,3
+ 2,0 % (Atek et al. 2013).

Une enquéte épidémiologique a été réalisée de 2004 a 2005, auprés d’un
échantillon représentatif de la commune de Tlemcen de 805 personnes agées de 20 ans
et plus. La prévalence de I’obésité globale était de 38,4% (Boukli-Hacene et
Meguenni, 2007).

L’obésité est caractérisée par une surcharge pondérale importante due a une
quantité excessive de lipides stockes dans le tissu adipeux blanc.

En effet, notre poids est déterminé, en dehors de la masse musculaire, par la
masse du tissu adipeux et qui dépend du nombre et du volume des cellules qui le
constitue. Les réserves moyennes de lipides chez un adulte dans le tissu adipeux sont
de 20 % du poids du corps, ce qui represente une valeur énergetique de 560 MJ soit 80
fois les réserves en glucides. Elles sont mobilisées en cas de déficit énergétique ou
d’augmentation de la dépense (jeline, exercice physique de longue durée, lactation,

etc...). Le développement pondéral du tissu adipeux est le reflet direct de I’état des
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réserves d’énergie lipidique, vu qu’il peut subir des variations de quelques centaines
de grammes chez un individu dénutri a plusieurs centaines de kilos dans un cas
d’obésité morbide (Ferre, 2003).

En pratique clinique, un individu est considéré comme pré-obese (ou en
surpoids) si son IMC (Indice de Masse Corporelle) est compris entre 25 kg/m? et 30
kg/m? et comme obése lorsque 'IMC est supérieur & 30 kg/m®. Les sujets obéses
montrent des différences non seulement dans les excédents de graisse qu’ils
accumulent, mais aussi dans la répartition anatomique de cette graisse. Cette
répartition joue un role dans les risques associés a I’obésite et le type de maladie qui en
résulte (OMS, 2006).

Les sujets présentant une «répartition abdominale de la graisse», souvent
connue sous le nom d’«obésité androide», ont un risque accru de développer des
pathologies telles que le diabete de type II, I’hypertension, les maladies
cardiovasculaires et thromboemboliques, le syndrome des ovaires polykystiques,
des atteintes hépatiques (stéatose) et de certains cancers par comparaison a ceux qui
montrent une répartition «ganoide » du tissu adipeux sous-cutané et qui correspond a
sa concentration dans les parties inférieures du corps (au niveau glutéo-fémoral)
(Lafontan et Berlan, 2003 ; Ribeiro et al., 2006). Plusieurs facteurs génétiques et
métaboliques des adipocytes sont proposés pour expliquer cette répartition du tissu
adipeux (TA) (Zillikens et al., 2008).

Des études récentes suggerent que notre silhouette, résultat de la répartition et
du volume des graisses sous-cutanées et intra-viscérales, est déterminée par des
facteurs environnementaux (écologiques et événementiels) et des facteurs
essentiellement genétiques et sous-dépendance hormonale. L’un des facteurs
écologiques le plus important est le regime alimentaire, et qui aura comme
conséquence 1’apparition d’un tissu adipeux sous-cutané qui peut étre éliminé par des
régimes amaigrissants. La repartition de la graisse dite « écologique » est plutot diffuse
sur toute la surface corporelle, contrairement a la graisse dite « génétique » qui est

répartie d’une facon localisée, d’ou I’appellation du syndrome segmentaire (Dardour,

2012).
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Chez I'animal comme chez I'homme, I'acquisition de nouvelles adipocytes reste
possible tout au long de la vie. Les adipocytes trouvent leurs origines dans des cellules
précurseurs, les préadipocytes. Dans des conditions physiologiques, cette acquisition
se révele largement Etre un processus irréversible. L’augmentation de la masse du TA
et ainsi une obésite, peut se produire soit par augmentation du nombre d'adipocytes
(hyperplasie du tissu adipeux) soit par augmentation de la quantité de triglycérides
accumulées dans celles-ci (hypertrophie adipocytaire) soit, dans le cas des obésités les

plus séveres, par hyperplasie et hypertrophie combinées (Gustafson et al., 2009).

Le recrutement de nouvelles cellules adipeuses est moins fréquent chez les
adultes, mais quand il survient (chez 20 a 30 % de personnes obéses), ces obéses sont
"métaboliquement normaux" ; suggérant la présence résiduelle de préadipocytes a
I’age adulte. De plus, en accord avec ces observations, chez des rats agés, la plupart
des dépbts adipeux répondent a un régime hyperlipidique ou hyperglucidique par un
processus hypertrophique/hyperplasique combiné (Faust et al., 1978). Ainsi, lors d’un
apport lipidique accru sur le long terme, I’accumulation de lipides dans 1’adipocyte ne
pouvant excéder un certain volume (hypertrophie) et sous ’effet de 1’activation de
certains facteurs de transcription qui régulent la différentiation adipocytaire par
quelques hormones (insuline, IGF1 et glucocorticoides) et acides gras, il y a
recrutement de nouveaux adipocytes a partir de pré-adipocytes (Moreno-Navarrete et
Fernandez-Real, 2012).

Par ailleurs, le tissu adipeux serait plus sensible a I’effet lipolytique induit par
les catécholamines. En effet, la réponse aux catécholamines est une illustration tout a
fait caractéristique de cette hétérogénéité fonctionnelle qui fait intervenir une balance
de fonctionnement des récepteurs a2/p adrénergiques; les deux voies réceptrices étant
respectivement anti-lipolytique et lipolytique. Les cellules adipeuses trés riches en
récepteurs 02 adrénergiques (tissu fémoral) présentent une réponse anti-lipolytique a
I’adrénaline. A 1’opposé, les tissus répondant a celle-ci par une activité lipolytique
(tissu adipeux abdominale) possedent un rapport a2/f relativement faible (Valet et

Richard 1997 ; Barat et al., 2008).
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En outre, I’axe corticosurrénal n’est pas a exclure. Lors d’un excés de sécrétion
de cortisol, hormone surrénalienne (syndrome de Cushing), une obésité abdominale se
développe (Barat et al. 2007).

Les adipocytes se révelent étre des cellules d’une grande complexité dont le role
ne se limite pas qu’au stockage et a la mobilisation de I'énergie mais également de
veritables cellules sécrétrices dotées de diverses activités endocrines et paracrines
(Ailhaud, 1998 ; Feve et al., 2006). Ces activités leurs permettent d’agir sur les
métabolismes glucidique et lipidique et d’€tre capables de communiquer avec d'autres
organes (cerveau, foie et muscle squelettique) par la production de différents
médiateurs comme la leptine, le TNF-a. (Tumor Necrosis Factor Alpha), l'interleukine-
6, le PAI-1 (Plasminogene Activactor Inhibitor-1), la résistine ou encore I'adiponectine
(De Brandt, 2004). Ces médiateurs cellulaires connus sous le nom de cytokines jouent

un r6le majeur dans les processus immunitaires et inflammatoires.

L’obésité est associée a un état inflammatoire chronique. En effet, de tres
nombreuses études ont rapporté une augmentation des concentrations circulantes de
divers marqueurs de I’inflammation et de cytokines pro-inflammatoires chez les sujets
obéses. Ainsi, les concentrations plasmatiques du TNFa et de I’IL6 sont 2 a 3 fois plus
¢levées chez les sujets obeses que chez les sujets normaux groupés selon 1’age et le

sexe (Bastard et al., 2006).

La leptine est un facteur préventif sur I’accumulation des lipides en agissant
comme inhibiteur de la prise alimentaire et activateur de la dépense énergétique
(Fonseca-Alaniz et al., 2007). Cette protéine pourrait jouer un réle pro-inflammatoire,
en stimulant la production d'autres cytokines comme le TNF-a qui favorise I'activation
des macrophages (Bastard et Vidal, 2004). Ce dernier agit sur I’homéostasie du
métabolisme glucidique et lipidique au niveau des adipocytes de maniére insulino-
dépendante en stimulant la lipogenése et en inhibant la lipolyse (Sethi et Hotamisligil,
1999 ; Fernadez-Sanchez et al., 2011).

L’ adiponectine est spécifique aux adipocytes différenciés et a des actions de

régulation sur le métabolisme des lipides en activant I’oxydation des acide gras et en
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diminuant la triglyceridémie et sur I'noméostasie glucidique en stimulant la sensibilité
a linsuline (De Bandt, 2004 ; Kawano et Arora, 2009). Elle inhibe les effets
d’oxydation des lipoprotéines (LDLox) durant la formation de la plaque d’athérome en
supprimant la prolifération cellulaire et la génération des superoxydes (Hopkins et al.,
2007; Fonseca-Alaniz et al., 2007). La résistine, est une hormone dont la sécrétion est
induite par I’insuline, d’ou son role dans I’insulino-résistance induite par 1’obésité et le
diabete de type 2 (Beltowski, 2003 ; Fonseca-Alaniz et al., 2007). La visfatine joue un
role dans la régulation de 1’homéostasie du glucose en se fixant au récepteur de

I’insuline et mime son signal intracellulaire (Curat et al., 2006 ; Sethi, 2007).

Sous le terme «obésité» sont regroupées des situations cliniques trés variées
qui n’ont en commun que 1’excés de masse grasse. Les complications de 1’obésité sont
elles aussi diverses, allant de d’un risque accru de décés prématurés allant a plusieurs
maladies non mortelles mais ayant des effets affligeants et indésirables sur la qualité
de la vie (Basdevant, 1998). Lorsque I’'IMC dépasse 40, le risque de mortalité est de
2,6 chez ’homme et de 2,0 chez la femme. La surmortalité liée a 1’obésité est attribuée
aux multiples complications chroniques; cardio-vasculaires (hypertension artérielle
HTA, thromboses, insuffisance cardiaque, infarctus du myocarde), respiratoires
(syndrome de I’apnée du sommeil), métaboliques, digestives (stéatose hépatique non
alcoolique et lithiases), psycho-sociales, rénales, ostéo-articulaires et gynécologiques
(augmentation du taux d’infertilité) (Kim et al., 2004 ; Basdevant, 2008 ; Schlienger et
al., 2009).

De plus, le surpoids et 1’obésité sont maintenant établies d’étre des facteurs de
risque de survenus et de mortalités liées a certains cancers (Van Kruijsdijk et al.,
2009). En effet, plusieurs études ont trouvé une association positive entre la survenue
de certains cancers et I'IMC excessif. Le cancer est un processus multifactoriel qui
dépend de I’expression et de la production des hormones stéroidiens dont le rdle
interagis aussi avec notre environnement dont le style alimentaire et 1’activité physique
ainsi que le poids qui en dépendent (Brawer et al., 2009 obésité et cancer). Des
données épidémiologiques concordantes a 1’échelle mondiale suggérent que 1’obésité

expliqueraient 25 % des cas de cancers du sein (Schlienger et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Be%C5%82towski%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12601307
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Une autre complication métabolique désignée sous le nom de « syndrome
métabolique » est la plus marquante de 1’obésité. Un groupe d’experts de ’OMS I’a
défini par la présence d’un diabéte non insulinodépendant (une intolérance au glucose,
et une sensibilit¢é a I’insuline) associé a deux ou plus des complications
supplémentaires suivantes: hypertension artérielle, dyslipidémie (triglycérides
élevés, diminution de la cholestérol-HDL) et une micro-albuminurie (Keller,
2002). La manifestation de ce syndrome est favorisée par une surcharge en graisse
abdominale. Il peut étre aussi associé a la libération de cytokines pro-inflammatoires
par le tissu adipeux (Das, 2001; Kim et al., 2004; Emile, 2009).

La notion de sensibilit¢ a I’insuline concerne plusieurs tissus dits insulino-
sensibles dont le foie, le tissu adipeux et le muscle squelettique. L’insuline permet
notamment la suppression de la production hépatique de glucose, I’inhibition de la
lipolyse et 1’utilisation musculaire du glucose. L’insulino-résistance correspond donc

généralement a 1’altération de ces différentes fonctions (Disse et al., 2013).

Cependant, ’hyperinsulinisme est présent chez tout sujet obése. Les relations
entre I’insuline et I’obésité sont complexes. Reste a préciser si I’hyperinsulinisme est
le phénoméne primaire responsable de 1’obésité ou seulement sa conséquence. Le
niveau d’insulinémie refléte fidelement I’importance des réserves adipeuses; il est

corrélé a I’'IMC chez un individu donné (Verges, 2001).

En plus de divers complications précitées, associées a l’obésité, le stress
oxydatif revét une importance qui n’est plus a démontrer (Sonta et al., 2004;
Fernandez-Sanchez et al., 2011). Le stress oxydatif peut étre le mécanisme sous-jacent
du développement de I'inflammation et des maladies associées a I'obésité telles que la
résistance a l'insuline, le diabete, I'hypertension et le syndrome métabolique. Différents
facteurs peuvent contribuer au stress oxydatif dans I'obésité; a savoir, I'nyperglycémie,
l'augmentation de l'activité musculaire en raison de la nécessité de procéder a un poids
excessif, l'augmentation des taux de lipides tissulaires, les défenses anti-oxydantes

inadéquates et aussi I'inflammation chronique (Vanessa et al., 2011).
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Le stress oxydatif étant défini par un exceés d’espéces réactives de 1’oxygene
(ERO) par rapport aux systéemes de défense anti-oxydantes, peut conduire a des
dommages irréversibles des biomolécules telles que les lipides, les protéines et 'ADN
nucléaire et mitochondriale. Les ERO peuvent avoir différentes sources cellulaires,
dont la mitochondrie qui représente une source importante (Furukawa et al., 2004;
Mishra, 2004).

En effet, dans les conditions physiologiques, une tres petite quantité d’oxygene
consommée par les mitochondries génére la formation d’anion radical superoxyde
(O,) au niveau des complexes | et 11l de la chaine respiratoire mitochondriale, par
réduction monovalente d’une petite proportion du dioxygene, parallelement au
processus de phosphorylation oxydative. Ces ERO, produites de fagon physiologique,
sont maintenues a des concentrations faibles grace aux systemes de défense de
I’organisme. Ces systemes peuvent étre enzymatiques, tels que les superoxydes
dismutases (SOD) qui convertissent O," en H,O, et O,, la catalase qui prend en charge
H,0,, les glutathions peroxydases (GSH-Px) qui réduisent les hydroperoxydes en
alcools, ou des systemes non enzymatiques constitués par des capteurs d’ERO
(glutathion, vitamines E et C, B-caroténe, acide urique...). Il faut noter que les ERO ne
doivent pas étre considérées comme des facteurs uniquement dommageables, la
plupart des ROS sont détoxifiées par les défenses antioxydantes mitochondriaux ou
servent de messagers secondaires en participant a de nombreux processus
physiologiques tels que ceux liés a la signalisation de I’insuline (Bonnefont-Rousselot,
2014).

Cependant, dans certaines circonstances physiopathologiques tel que I'obésité,
ce processus de détoxification peut étre submergé dans l'addition d'un déficit
bioénergétique profond, ’ERO génere une formation d'hydroperoxydes lipidiques qui
peuvent endommager les membranes mitochondriales, conduisant a la perte des
différentes fonctions vitales et de I’intégrité structurelle (Nigam et al., 1999; Begrich
etal., 2011).

L'obésité est une maladie chronique, évolutive et multifactorielle. Les

désequilibres qui touchent la régulation de la masse corporelle, la prolifération du tissu
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adipeux ou encore les dépenses eénergétiques, en plus, de I'expression d'une
susceptibilité génétique sous l'influence de facteurs environnementaux et hormonaux
avec, au premier rang la diététique et le comportement alimentaire ainsi qu’un mode
de vie sédentaire sont les acteurs les plus suspectés afin d’expliquer 1’installation et le
développement de 1’obésité, que les chercheurs exploitent afin de trouver des pistes
pour lutter contre 1’obésité et les pathologies qui lui sont associées (Vance et Hanning,
2004 ; De Brandt, 2004 ; Basdevant, 2008 ; Schlienger et al., 2009).

La prise alimentaire et la dépense énergétique sont régulées et coordonnées par
le systéme nerveux central, et plus particulierement I'hypothalamus, alors que les tissus
périphériques tels que les muscles et les tissus adipeux s’occupent du métabolisme et
la production d'énergie. Un réseau complexe composé de signaux a long terme et a
court terme a été rapporté pour réguler lI'apport énergétique. Ces signaux sont intégrés
par I'nypothalamus et impliquent neuropeptides anorexigénes (la leptine, le peptide Y
et la cholécystokinine) et orexigenes (la ghréline) qui contrlent appétit, satiété

(comportement alimentaire) et métabolisme (Morton et al., 2006 ; Guinard, 2013).

Un déséquilibre entre les apports d’énergie contenue dans les aliments et les
mécanismes dissipateurs d’énergie, se traduit ainsi par un stockage excessif de graisse
et une accumulation de masse adipeuse au sein de 1’organisme, d’ou la surcharge
pondérale.

La consommation d'aliments a forte densité énergétique, riches en matiéres
grasses et / ou hydrates de carbone, est considérée comme une des causes principales
de cette maladie. En outre, une prise de poids accrue est observée lors d’un
déséquilibre entre l'apport énergétique et la dépense (Kim et al., 2013; Hong et
Friedman, 2007; Kretschmer et al., 2005).

En effet, les glucides et les lipides, en particulier les acides gras, sont a I’origine
de I’obésité. Les glucides ne sont pratiquement pas stockés sous forme de graisses,
mais 1’¢élévation de I’insulinémie qu’ils entrainent peut faciliter la lipogenese a partir

des acides gras ingérés. En conséquence, I’association glucides simples (a fort index
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glycémique et insulinémique) et exces de graisse qui est susceptible de contribuer a
I’augmentation du tissu adipeux (Goetz, 2006).

Plusieurs études ont rapporté que la composition de lI'alimentation et notamment
la qualité et la quantité de lipides favorisent la correction de 1’hyperlipidémie (Platat,
2005).

En théorie, la qualité des acides gras peut interférer avec la balance énergeétique
en agissant a plusieurs niveaux: la prise alimentaire, I'orientation métabolique des
acides gras (lipolyse ou lipogénese), la composition corporelle, la thermogénese ou
encore au niveau adipocytaire. En effet, certains AG peuvent inhiber ou stimuler la
différenciation et/ou la prolifération des adipocytes (Storlien et al., 2001). Une étude
montre qu’une alimentation riche en acides gras saturés, favorise une augmentation
aigué de l'adiposité et une résistance a l'insuline, a 1’opposé¢ des acides gras
polyinsaturés (McAuley et Mann, 2006).

Parmi les AG naturels figurent deux AG essentiels; ils sont indispensables a
I'organisme humain qui ne peut les produire lui-méme et doit donc les trouver dans son
alimentation; I'acide linoléique qui appartient a la famille n-6 (oméga 6) et manifeste
une forte activité adipogénique et l'acide a-linoleéique de la série n-3 (oméga 3) et qui
se revele anti-adipogénique. En effet, plusieurs études montrent I'effet des acides gras
polyinsaturés n-3 (AGPI n-3) ainsi que les acides gras conjugués, phytostéroles,
triglycérides a chaine moyenne et des phospholipides en tant que modulateurs
importants pouvant affecter l'atténuation de I’obésité (Periago et al. 1990; Cours et al.,
2000; Ramadan et al., 2003; Koji et Teruyoshi, 2007) .

A cause de la complexité biochimique de chaque acide gras et leurs actions
physiologiques et moléculaires uniques, on n’a pas encore abouti a une compréhension
complete de la spécificité des acides gras alimentaires qui affectent la santé. Par
exemple, alors que certaines études ont indiqué que I’huile de poisson riche en
AGPI n-3 favorise la perte de poids chez les animaux et chez I'nomme, d'autres ont
signalé qu’aucune différence de poids n’a changé a la suite de la consommation des

aliments riches en huile de poisson (Kim et al., 2013).
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De plus, la longueur de chaine des acides gras alimentaires, le degré
d’insaturation et la configuration de la double liaison ont tous un important impact sur
leur devenir metabolique.

D'autre part, des études ont montré les effets bénéfiques des acides gras
polyinsaturés, en raison de la présence de doubles liaisons, ils donnent une faible

énergie ultérieurement a leur oxydation (Kim et al., 2013).

L'alimentation des pays industrialisés est marquée par une augmentation
quantitative des calories ingérées (les lipides représentant 35 a 40 % des apports
nutritionnels) et par un contenu éleve en n-6 et faible en n-3. En effet, la quantité de n-
6 ingérée durant ces quatre dernieres décennies a considérablement augmenté (+ 250
%) tandis que celle d’n-3 a baissé de 40 %, déséquilibrant ainsi le rapport n-6/n-3 par
rapport aux apports recommandés. En effet, 'AFSSA (Agence francaise de sécurité
sanitaire des aliments) préconise un rapport de 5 n-6 pour 1 n-3, or nous consommons
15 n-6 pour 1 n-3. Aux Etats-Unis le rapport peut méme atteindre 40 n-6 pour 1 n-3.
Le CNRS a aussi publié qu'un exces chronique d'acide linoléique couplé a un déficit
en acide o-linolénique dans [l'alimentation favorise une augmentation
transgénérationnelle de I'obésité (Massiera et al., 2010).

La prise en charge de I’obésité est globale et adaptée a la situation de chaque
patient: elle peut aller de simples recommandations diététiques (régimes hypo-
caloriques amaigrissant) pour favoriser la perte de poids, en passant par I'exercice
physique, les médicaments, 1’acupuncture, [I’hypnose jusqu’a I’intervention
chirurgicale (liposuccion, anneau gastrique, etc.) (Moro et Basile, 2000 ; Kretschmer
BD et al., 2005).

En premiére intention, laprise en charge de 1’obésité associe régime
alimentaire, activité physique et soutien psychologique. Elle s'avére efficace dans les
obésités modérées et surtout chez les sujets jeunes, méme si souvent, les résultats a
long terme sont décevants.

Chez I’étre humain, le poids peut étre modifié¢ toutefois par un régime
approprié, mais de maniere temporaire. L’arrét du régime entraine le plus souvent la

reprise du poids d’origine. On sait maintenant que pour obtenir une chute de poids
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durable, le traitement amaigrissant doit entrainer une baisse reguliere mais modeste du
poids, pas plus de 2 kg par mois. Une perte rapide et massive de poids entraine une
adaptation du métabolisme qui rend plus difficile la conduite ultérieure du régime
amaigrissant et s'accompagne, quand on abandonne ce régime drastique, d'un
phénomeéne de rebond faisant regagner une grande partie du poids perdu (Hasani-
Ranjbar et al., 2013).

Lors d’un régime amaigrissant, le nombre des adipocytes ne diminue pas, ils se
vident simplement de leur contenu. C’est ce qui explique I’inefficacité relative de la
plupart de ces régimes. En outre, il a été démontré que toute diéte prolongée provoque
une baisse du métabolisme de base, ce qui diminue I’efficacité du régime. Cette
adaptation de 1’organisme se poursuit ensuite durant une période de temps limité a un
ou deux ans expliquant les reprises de poids des ’arrét du régime (Dardour, 2012).
Des études montrent que seulement 5-10 % des sujets obeses peuvent maintenir leur

perte de poids au cours des années (Hasani-Ranjbar et al., 2013).

D’autre part, divers médicaments anti-obésité, y compris le rimonabant et la
sibutramine ont été retirés du marché en raison de leurs effets secondaires intolérables
comprenant des maux de téte, des vomissements, des problémes cardiaques et
psychiatriques. L'histoire du développement des médicaments anti-obésité est loin
d'étre glorieuse et seulement une poignée d'agents sont actuellement autorisés pour une
utilisation clinique. L orlistat (Xenical®) est le seul agent de la perte de poids approuvé
pour une utilisation clinique a long terme en Europe. Il agirait en limitant la digestion
et I’absorption intestinale des lipides (triglycérides) en inhibant la lipase pancréatique.
D'apreés les études publiées, il faut au moins deux ans de traitement pour obtenir une
réduction du poids statistiquement mesurable. Bien que cet inhibiteur de la lipase
pancréatique soit cliniguement approuvé pour le traitement de l'obésité, I'Orlistat a
certains effets secondaires gastro-intestinaux désagreables. Comme les corps gras ne
sont pas digéreés, on les retrouvent dans les matieres fécales, ce qui peut provoquer des
diarrhées graisseuses plutot désagréables, ou d’incontinence, des flatulences et des

crampes abdominales (Hurtel, 2008 ; Rodgers et al., 2012; You et al., 2014).
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Pour y remeédier a ce manque de traitement, beaucoup de chercheurs dans le
domaine des sciences de la nutrition et de la diététique se sont penchés sur la médecine
traditionnelle et la phytothérapie pour la recherche d'ingrédients alimentaires
fonctionnels et / ou des extraits de végétaux, facilement accessibles et a moindre codt,
qui peuvent empécher I'accumulation de la graisse du corps et ainsi atteindre la perte
du poids corporel (Yun et al., 2008).

Pour se soigner, I’homme a longtemps eu recours a des remedes traditionnels a
base de plantes (tisanes, poudres, décoctions), administrées par inhalations,
cataplasmes, massages ou encore par voie orale.

Selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 65-80 % de la
population mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du
manque d'accés a la médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes
médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé primaire. Malgré les remarquables
progrés en chimie organique de syntheése du vingtiéme siecle, plus de 25 % des
médicaments prescrits dans les pays industrialisés tirent directement ou indirectement
leurs origines des plantes (Newman et al., 2000).

Parmi les 250 000 espéces végétales sur terre, 80 000 présentent des propriétés
médicinales, 15 % d’entre eux sont étudiées pour leurs constitutions phytochimiques et
seulement 6 % pour leurs activités biologiques dont une fraction de ce pourcentage est
consacrée a I’effet anti-obésité (Fabricant et Farnsworth, 2001).

La supplémentation a base de plantes et les thérapies a base d'alimentation pour
la perte de poids sont parmi les plus communes des médecines et modalités
complémentaire et alternative. Une vaste gamme de ces produits naturelles et de
plantes médicinales, y compris extraits bruts et composés isolés a partir de plantes,
peuvent étre utilisés pour induire une perte de poids et prévenir I'obésité induite par
l'alimentation. En effet, plusieurs études portent sur I’utilisation de plantes médicinales
comme une autre voie thérapeutique pour le traitement de 1’obésité (Hasani-Ranjbar et
al., 2013; You et al., 2014).

Au cours des dernieres décennies, les plantes médicinales ont largement éte

utilisées dans la gestion de I'obésité a cause de leur contenu en une grande variété de
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composants (acides gras, vitamines et composés mineurs) avec différents effets anti-
obésité et anti-oxydants sur le métabolisme et de I'oxydation des graisses. Ces extraits
de plantes pourraient influencer la mobilisation de I’insuline, la métabolisation et le
stockage des lipides et des glucides au niveau hépatobiliaire et augmenter leur
élimination (Hasani-Ranjbar et al., 2013).

Les propriétés anti-obésités des plantes peuvent s’exercer suivant différents
modes d’action: par effet direct sur la prise alimentaire en supprimant I’appétit et
induisant la sensation de satiété (Haaz et al., 2006 ; Van Heerden et Hoodia, 2008); sur
la dépense énergétique par I’augmentation du taux du métabolisme en activant la
thermogénese (Hansen et al., 2010); sur I’inhibition de I’activité de la lipase
pancréatique qui prévient 1’absorption des lipides intestinales (Birari et Bhutani,
2007); par I’augmentation de la lipolyse par induction de la p-oxydation ou la

sécrétion de la noradrénaline dans les cellules adipeuses (Okuda et al., 2001) .

L'inhibition de la digestion et I'absorption des graisses alimentaires ont été
utilisées comme cibles dans le traitement de I'obésité. Les chercheurs et les
professionnels de la santé soutiennent que I'inhibition de cette lipase pancréatique peut
réduire la digestion des graisses, donc leur assimilation et leur absorption. Cela peut
mimer un apport calorique réduit chez les patients obeses et aider a prévenir une prise
de poids supplémentaire (Mukherjee, 2003 ; Najla Gooda Sahib et al., 2012). La
lipoprotéine lipase (LPL) est également une cible thérapeutique contre I'obésité vu
qu'il existe une augmentation du niveau de la LPL chez les sujets obeses. L'inhibition
de la LPL devrait réduire l'assimilation des AGL et aider a controler I'obésité. Les
inhibiteurs naturels de la lipase tels que les saponines, les polyphénols et les terpénes
ont été décrits comme un potentiel inexploité dans la gestion de l'obésité et la
découverte de nouveaux médicaments naturels. Certaines plantes peuvent agir sur ces
enzymes clés du métabolisme des lipides, a titre d’exemple le fruit de Morinda
citrifolia (Rubiaceae), Momordica charantia (Cucurbitaceae), Centella
asiatica (Apiaceae) ainsi que Camellia sinensis (Theaceae) (Yuliana et al., 2011 ;
Najla Gooda Sahib et al., 2012).
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Un autre point d’action des plantes a effet anti-obésité se résume sur la
prévention de la différenciation adipocytaire par inhibition de 1’adipogénese et la
formation des adipocytes. Récemment, a ¢€té montré l'effet de 1’épigallocatéchine
gallate, cathéchine du thé vert pour inhiber la prolifération et la différenciation des
préadipocytes viscéraux humains primaires. L'étude a indiqué que la capacité de cette
catechine pour favoriser la perte de poids peut étre due en partie a sa capacité a
supprimer le nombre des adipocytes et également a supprimer 1’absorption des
triglycérides (Van Heerden et Hoodia, 2008 ; Najla Gooda Sahib et al., 2012).

Un autre exemple est celui de I'nuile de périlla (Perilla frutescens Lamiaceae),
qui est trés riche en acides gras polyinsaturés n-3. Il a été prouvé qu’elle prévenait la
croissance excessive du tissu adipeux viscéral chez le rat, par une baisse de la
régulation de la différenciation adipocytaire et aussi I'augmentation de la prévention de
I'expression des lipoprotéeines. 1l a été suggéré donc que la consommation de cette
huile, riche en acide o-linolénique, est bonne pour I'hnomme pour empécher le

développement du tissu adipeux viscéral chez les patients obéses (Okuno et al., 1997).

En cette effet, 1’utilisation des huiles végétales en tant qu’ingrédients par les
industries agroalimentaires et pharmaceutiques ne doivent pas étre occultées. Par leur
teneur en différents AG, de vitamines (liposolubles) et de composés mineurs
(polyphénols, caroténoides, etc), les huiles végétales représentent un intérét

nutritionnel et pharmaceutique trés important.

Vu que P’alimentation actuelle présente un déséquilibre des apports lipidiques
par un exces d’AGS, une insuffisance en AGPI n-3 et une valeur excessive du rapport
AGPI n6/AGPI n3. Le consommateur détient, par I’utilisation d’huiles végétales et

leur choix judicieux, un moyen simple d’agir positivement sur cet équilibre lipidique.

Les huiles végétales se distinguent en effet des matieres grasses d’origine
animale par leur faible teneur en AGS. Mais du fait de leur(s) acide(s) gras
majoritaire(s) et de leur propre rapport n-6/n-3, elles n’ont pas toutes la méme capacité
a rééquilibrer nos apports lipidiques. En pratique, il convient d’éviter 1’usage exclusif

d’une seule famille d’huiles, en particulier les huiles linoléiques trés consommeées
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(tournesol, mais) qui ont pour effet d’augmenter le rapport n-6/n-3. Il est plus
favorable de leur associer quotidiennement des huiles a-linoléniques (colza, noix par
exemple) et oléiques (olive). L’association d’une huile oléique (olive, colza, noisette,
etc.) avec une huile o-linolénique (colza ou noix) permet de renforcer les AGMI,
d’augmenter les apports en n-3 et d’améliorer le rapport n-6/n-3 (Cahuzac-Picaud,
2010 ; Lecerf, 2011). Il est donc recommandé de varier les huiles vegétales
consommeées parmi lesquelles 1’huile de nigelle ou cumin noir (Nigella sativa L.), est

d'un intérét particulier puisqu’elle semble étre une « plante miracle ».

Nigella sativa Linn., de la famille des Renonculacées (Ranunculaceae) est
utilisée depuis des millénaires a des fins culinaires et médicinales dans le monde
entier. Elle est native du Sud de I’Europe, Nord Afrique et le Sud de 1’Asie, et elle est
cultivée dans plusieurs pays dans le monde comme en Syrie, en Arabie Saoudite, en

Iran, au Pakistan et en Inde (Ghedira et Le Jeune, 2010).

Chez les musulmans, elle est considérée comme 1’une des meilleures formes de
reméde médicinal en raison d’étre mentionné dans I'un des hadiths prophétiques que
« la graine noire est le remede pour toutes les maladies sauf la mort ». Elle est
également recommandée pour une utilisation sur une base réguliére dans la medecine

prophétique.

C’est un reméde naturel pour de nombreuses pathologies. N. sativa a eté
considérablement étudiée pour ses activités biologiques et son potentiel thérapeutique,
et a montré qu’elle posséde un large spectre d’activités a savoir; 1’activité diurétique,
antihypertensive, antidiabétique, anticancer et immunomodulateur, antimicrobien,
anthelmintiques, analgésique et anti-inflammatoire, spasmolytique, bronchodilatateur,
gastroprotecteur, hépatoprotecteur et antioxydant. Ces actions ont été évaluées dans
plusieurs études cliniques et animales en plus d’une série de recherches
pharmacologiques au cours des dernieres années (Mansour et al., 2002; Kokdil et al.,
2005; Bhupendra et al., 2008; Salih et al., 2009; Gargari et al., 2009 ; Ghedira et Le
Jeune, 2010). Ses graines ont été utilisées depuis des siécles pour le traitement des

bronchites, de I’asthme, de I’inflammation, de la toux, de I’eczéma et les ¢états
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grippaux. Elles sont aussi utilisées comme tonique pour le foie, digestif, anti
diarrhéique, stimulant de D’appétit et aussi augmente la quantité du lait chez les
femmes allaitantes pour contrer les infections parasitaires et stimule et soutien le

systéeme immunitaire (Aftab et al., 2013).

Selon la littérature, les graines de N. sativa peuvent contenir jusqu’a 38 %
d’huile végétale fixe et de 0,4 a 2,5 % d’huile essentielle, 16 a 21 % de protéines
totales, dont le taux en acides aminés essentiels est de 36,19 %. Les graines
contiennent également des glucides et surtout des sucres réducteurs (34 %), des fibres
alimentaires jusqu’a 6,5 % (Al-Jassir, 1992 ; Abdel-aal et Attia, 1993), des
composés  phénoliques et des flavonoides (I’acide  gallique, I’acide
parahydroxybenzoique, 1’acide  chlorogénique, [D’acide vanillique, [D’acide
hydroxycinnamique, 1’épicatéchine, la catéchine, la quercétine, 1’apigénine,
I’amentoflavone et la flavone) (Morfort et al., 1997), des alcaloides (la nigellicine et la
nigellidine, ayant un noyau indazol et la nigellimine, une isoquinone) ( Atta et al.,
1992), des saponines, des tanins et des résines. La composition en sels minéraux révéle
la présence de potassium, de calcium, de phosphore, de magnésium, de sodium, de fer,
de manganeése, de zinc et de cuivre (Ali et Blunden, 2003 ; Sultan et al., 2009). La

présence de sélénium a été également déterminée (Al-Saleh et al., 2006).

Il a été considéré que la plupart des activités pharmacologiques attribuées
a N. sativa provenaient de son huile essentielle. C’est pourquoi dés 1960 des études
ont été entreprises sur les constituants de cette huile volatile (Mahfouz et El-
Dakhakhny, 1960). C’est entre 1960 et 1963 que Mahfouz et El-Dakhakhny ont
isolé le composé le plus abondant dans I’huile volatile de la nigelle, la thymoquinone
(TQ) (2-isopropyl-5-methyl-benzol, 4-quinone) et son polymeére, la nigellone en
utilisant la chromatographie sur couche mince sur gel de silice. Burits et Bucar
(2000), ont identifié par CG-SM (Chromatographie en phase gazeuse couplée a

Spectroscopie de Mas) 32 constituants dont la majorité sont des monoterpénes.

L’huile végétale fixe de la nigelle représente 37,9 a 39,2 % du poids de la

graine. Elle est constituée principalement de lipides neutres (97,2 %), de lipides
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polaires (3 %) et de phospholipides jusqu’a 1,05 % (Ramadan et Morsel, 2002).
L’analyse par HPLC (Chromatographie a haute performance) a permis d’identifier
principalement sept constituants de phospholipides dont 46 % de phosphatidyl choline,
25 % de phosphatidyl éthanolamine et 9,56 % de phosphatidyl inositol (Ramadan et
Marsel, 2002). Une eétude complémentaire sur les glycolipides de N. sativa a permis de
séparer et d’identifier six composés dont le plus abondant est le digalactosyl diacyl

glyceérol qui représente 55,6 % des glycolipides totaux (Ramadan et Morsel, 2003).

L’analyse phytochimique de deux variétés de graines de N. sativa provenant
I’une d’Iran et ’autre de Tunisie a révélé la présence d’acides gras insaturés dont le
principal est ’acide linoléique (1,96 %) suivi par 1’acide oléique (1,03 %), et d’acides
gras saturés dont le majoritaire est 1’acide palmitique (0,18 %). La présence d’autres
AG d’une variété d’Arabie Saoudite révéle la présence des 1’acides myristique (0,08
%), myristoleique (0,03 %), palmitoléique (0,01 %), stearique (0,11 %), margarique,
eicosenoique, I’acide lignocérique (0,012 %) et aussi les acides arachidonique (0,4 %)
et gamma-linolénique (jusqu’a 1 %) (Al-Jassir, 1992 ; Nickavar et al., 2003 ; Cheikh-
Rouhou et al., 2007). Une autre étude a confirmé aussi la présence particuliére d’un

AGPI non conventionnel qu’est 1’acide eicosadiénoique C20:2 (Ali et Blunden, 2003).

Ultérieurement, Cheikh-Rouhou et al., (2008) ont mis en évidence la richesse
de I’huile de nigelle en phytostérols (17,41 a 42,66 % de matiére insaponifiable).
Ainsi, la composition en vitamines a eté déterminee et révele la présence des vitamines
A, Bl, B2, B6, PP et de I’acide folique. Les teneurs en o- et B-tocophérols sont
relativement élevées: de 5,65 a 11,39 mg/kg et de 2,26 a 6,95 mg/kg respectivement
(Nergiz et Otles, 2003 ; Ghedira et Le Jeune, 2010).

Outre sa diversité en composés lipidiques et notamment en acides gras, il a été
mis en évidence que I’huile fixe de N. sativa contenait aussi la thymoquinone (TQ)
(Ali et Blunden, 2003). Elle renferme également de la dithymoquinone, de la
thymohydroquinone et du thymol (Aftab et al., 2013). Récemment, beaucoup
d'attention a été accordée a cette quinone pharmacologiquement active. Il a été

démontré que dans I’huile végétale, la TQ et son polymeére possédaient plusieurs
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propriétés y compris des actions analgésiques, anti-inflammatoires et immuno-
modulatoires, anti-allergique, anti-histaminique, antioxydante, anticancéreuse,
hépatoprotectrice, gastroprotectrice, nephroprtectrice, neuroprotectrice, anti-diabétique
et hypoglycémiante, hypolipidimiante et anti-microbienne (Abdel-Fattah et al., 2000 ;
Parvardeh et Fatehi, 2003, Darakhshan et al., 2015).

Hassan et El-Dakhakhny (1992) et Worthen et al., (1998) ont observe que
I’huile de nigelle riche en TQ posséde un effet protecteur contre la carcinogencse
induite par des produits chimiques et retarde le processus carcinogénique. En plus, El-
Dakhakhny et al., (2002) ont démontré 1’effet de la TQ et de son polymere la nigellone
sur I’inhibition de la production des leukotrienes (médiateurs inflammatoires) par la 5-
lipooxygénase par les leucocytes polynucléaires in vitro. Les auteurs suggerent que cet
effet est di probablement a 1’action antioxydante de la TQ. Houghton et al., (1995) ont
trouvé aussi que la TQ a un effet d’inhibition de la production d'eicosanoides et de la
peroxydation lipidique membranaire. Un autre ¢lément d’appuis est l'inhibition de la
production du TNF-a, cytokine pro-inflammatoire, dans une péritonite septique chez
les modéles murins (El-Dakhakhny et al., 2000).

Chakravarty (1993) rapporte que la nigellone et a des concentrations
relativement faibles est tres active vis-a-vis de I’inhibition de la libération de
I’histamine des cellules péritonials chez les rats par différents secrétogogues. Il
suggere que le mécanisme d’action est dii a la diminution du taux de calcium
intracellulaire par 1’inhibition de la protéine kinase C. Il a ajouté qu'il y avait aussi une

indication pour une légere inhibition du métabolisme énergétique oxydatif.

En plus, d’autres travaux ont montré que ’huile fixe de nigelle a un pouvoir
protecteur contre I'hépatotoxicité induite soit par des produits chimiques ou des
maladies chroniques (llhan et al., 2005). Le traitement par la TQ a présenté un effet
protecteur contre I’hépatotoxicité et la nécrose hépatique induite par la cypermethrine
chez les souris comme le prouve la diminution de D’activité¢ des transaminases
sériques. En plus, la TQ induit la prolifération cellulaire qui entraine une regénération

renforcée apres des 1ésions tissulaires. L’administration de la TQ pendant 8 semaines
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(3jours/semaine) atténue 1’élévation des transaminases et de la phosphatase alcaline
hépatique et par conséquence provoque une récupération progressive indiquant une
stabilisation de la membrane plasmique ainsi que la réparation des tissus hépatiques
(Jaswal et al., 2013).

Beaucoup d’études toxicologiques ont été menées sur les graines de N. sativa.
La toxicité aigué de 1’huile fixe de N. sativa a été évaluée chez la souris. Les valeurs
de DL50, obtenues aprés administration de doses uniques par voies orale et
intrapéritonéale (IP) sont de 28,8 mL/kg (26,2—31,6) de poids corporel per os, et de
2,06 mL/kg de poids corporel (1,86— 2,26) par voie IP. Par contre, il a été prouvé
qu’aucun effet toxique n’a été noté quand cette huile fixe a été donnée a des souris par
voie gastrique dans une autre étude de toxicité aigué (Ghedira et Le Jeune, 2010).

La faible toxicité de 1’huile de N. sativa, mise en évidence par de fortes valeurs
de DL50, suggére une importante marge thérapeutique pour les doses d’huile fixe de
N. sativa (Ghedira et Le Jeune, 2010).

En résumé, vu le nombre important de bienfaits de cette graine sur la santé en
plus de sa faible toxicité et que peu d'études ont été menés sur l'effet protecteur de
I’huile des graines N. sativa sur le metabolisme des lipides et leur effet correctif sur les
modifications qui surviennent lors de I'obésité dans des modéles animaux (Tousson et
al., 2011).

C’est dans cette optique que la présente étude a été réalisée, pour examiner
I'effet de cette huile fixe sur la prévention et éventuellement, le traitement de I'obésité
en tenant compte de son effet régulateur ou correcteur sur la prise alimentaire, la prise
du poids corporel, I’index métabolique, le maintient fonctionnel du pancréas
endocrine, de l'activité hépatique et en dernier lieu son effet sur la balance
oxydante/antioxydante.

Dans cette intention, la thématique de notre travail consiste a étudier 1’effet
d’une supplémentation en I’huile de nigelle en comparaison ou en association a I’huile
d’olive sur la prévention et I’installation de 1’obésité et ces complications ; et I’impact
de ses acides gras et ses constituants mineurs (vitamines liposolubles, polyphénols,

quinones) sur différentes fonctions cellulaires et parametres physiologiques.
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Chapitre | : Etude Phytochimique

Matériels et Méthodes

Le travail qui fait I’objet de cette these de doctorat a été réalisé au laboratoire
des produits naturels (LAPRONA) du département de biologie de 1I’Université de
Tlemcen. Les analyses chromatographiques ont été faites au sein du laboratoire
LCMT- ENSICaen- France et le laboratoire IRCOF-Sciences et Méthodes Séparatives

de I’Université de Rouen.
1. Description du matériel vegétale

Cette étude a été réalisée sur Nigella sativa L. Les graines ont été achetées en
épicerie. Aprés ringage, séchage a 1’obscurité, les graines ont été réduites en poudre a
I’aide d’un mortier é€lectrique et conservées a 1’abri de la lumiere pour les tests

phytochimiques et I’extraction de son huile fixe pour les analyses biologiques.

a. Description botanique de [’espéece végétale

Nigella sativa L. est une plante herbacée, annuelle, a tige dressée, cotelée,
anguleuse et rameuse, de 60 cm de hauteur, portant des feuilles tres découpées et
plumeuses. Les fleurs sont solitaires, auxiliaires et terminales, bisexuées, radiales, tres
riches en nectars. Le calice comporte 5 sépales pétaloides, de couleur blanchatre a bleu

pale (Benyoussef E. et al, 2001).

Le fruit est sous forme de capsules globuleuses, récoltées avant maturité
compléte pour conserver les graines dedans. Ces derniers sont aromatiques,
triangulaires, anguleuses, d’un noir intense, de 2 a 3 mm de long (figure 01) (Ghedira,
K., 2006).
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Figure 01 : Graines de Nigella sativa L. (Wichtl M. et Anton R, 2003)
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b- Classification botanique selon Bentham et Hooker (Spichiger R.E. et al., 2002).

Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Dialypétales
Ordre : Ranales

Famille : Renonculacées

Genre : Nigella

Espéce : Nigella sativa L.

Figure 02 : Nigella Sativa L. (fleur)

2. Screening phytochimique sur la graine de Nigelle

Les tests phytochimiques (Screening) sont des tests qualitatifs qui permettent
de caractériser les différents groupes chimiques contenus dans un organe végetal. Ce
sont des réactions physicochimiques qui permettent d’identifier la présence des
substances chimiques pouvant servir non seulement au développement de la
phytothérapie mais aussi a la découverte de nouvelles ressources naturels de produits

cosmétiques et nutritionnels tels que les tannins, les huiles, les gommes, etc.
2.1. Préparation des extraits :
e Macération en milieu aqueux :

- Macération sous agitation, a température ambiante, pendant 48 heures, de

10 g du matériel végétal dans 100 mL d’eau distillée;
- Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
e Extraction avec solvant a chaud:

Des extractions en milieu hydroalcoolique (méthanol-eau 70/30, éthanol

80/20), sont préparées comme suit :
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- 10g de matériel végétal est épuisé avec 60 mL d’éthanol ou du méthanol aqueux
dans un ballon surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est porté a reflux, sous agitation,

pendant une heure.

- Les mélanges sont ensuite filtrés et 1’extrait éthanolique est soumis aux tests,
alors que I’extrait méthanolique est évaporé a sec a I’aide d’un rotavapeur (Laborato
4000, Heichlph) et le résidu est repris avec quelques millilitres de méthanol pour le

dosage des polyphénols et la détermination de 1’activité antioxydante.

e Extraction de I’huile fixe :

Comme déja cité auparavant, les graines de Nigelles utilisées pour notre étude
proviennent du commerce; elles sont lavées, séchées puis broyées en fine poudre.
L’extraction de I’huile se fait a chaud (40-60°C) par de 1’hexane a 1’aide d’un appareil
de Soxhlet pendant 4 heures. Apres évaporation de la solution obtenue (solvant +
matiére grasse) grace a un rotavapeur (Laborato 4000, Heichlph), I’huile ainsi obtenue
est pesée et conservée a 1’abri de la lumiere afin d’éviter toute oxydation. Le
rendement obtenu est d’environ 24 + 0,4 %.

L’huile ainsi obtenue a ¢été utilisée pour la détermination des analyses
phytochimiques, des indices physico-chimiques et des tests biologiques sur des rats

Wistar normaux et obéses.

2.2. Les tests phytochimiques :

Les recherches ont porté sur la recherche des principaux groupes chimiques
(alcaloides, tanins, flavonoides, saponines, coumarines, stérols et triterpénes,
composés réducteurs,...) par des réactions qualitatives en tubes. En utilisant les
procédures standards telles que decrites par Trease et Evans (1989) et Harborne
(1998).
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Les résultats ont été évalués comme suit : +++ : Fortement positif ; ++ :

Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif ; ND : non déterminé.
2.2.1. Les alcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de
Mayer et de Wagner. Pour ImL de chaque extrait on ajoute SmL d” HCl a 1%,
I’ensemble est chauffé au bain marie, puis on divise chaque extrait en deux volumes
égaux ; un volume est traité par 5 gouttes du réactif de Mayer, 1’autre aussi par 5
gouttes du réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc ou brun révele la

présence des alcaloides (Majob et al., 2003).
2.2.2. Les substances polyphénoliques
- Tannins:

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1mL de I’extrait
aqueux, ImL d’eau et 1 a 2 gouttes de FeCl; diluee (1%). Aprés un temps
d’incubation, I’apparition d’une coloration vert foncée ou bleu-vert indique la présence
des tannins catéchiques ou galligues, respectivement (Trease et Evans, 1989).

- Flavonoides:

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 2,5 mL de 1’extrait
alcoolique avec 0,5 mL d’HCI et 0,259 de tournures de magnesium. La présence des
flavonoides est mise en évidence si une couleur rose-orangé (flavones), rose-violacée

(flavonones) ou rouge (flavonols) se développe aprés 3 min (Earnsworth, 1974).
2.2.3. Stérols et triterpénes: La réaction de Liebermann-Buchard.

On évapore a sec 10 mL de I’extrait alcoolique a analyser, le résidu est dissout
dans 5mL d"anhydre acétique puis 5 mL de chloroforme. A l"aide d"une pipette on
ajoute 1 mL de H,SO, concentré au fond du tube sans agiter. On laisse reposer 30
minutes. La formation d”un anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux
liquides et une coloration violette de la couche surnageante révelent la présence de

stérols et triterpénes (Trease et Evans, 1987).
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2.2.4. Les saponines- indice de mousse :

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, on introduit
respectivement 1 & 10mL de la solution a analyser. On ajuste le volume de chaque
tube a 10 mL avec ’eau distillée. On agite ensuite chaque tube dans le sens de la
longueur du tube pendant 15 secondes a raison de deux agitations par seconde. On
laisse reposer durant 15 minutes et on mesure la hauteur de la mousse produite dans

chaque tube.

L indice de mousse (I) est calculé par la formule suivante: | = 1000 /N

N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm.
2.2.5. Les quinones libres : Réaction de Borntrager

Sur un volume de chacun de nos extraits, quelques gouttes de NaOH a 1% sont
ajoutées. L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libres (Oloyede, 2005).
2.2.6. Les coumarines : Fluorescence UV

Quelques milligrammes de chaque extrait sont solubilisés dans 2mL d’eau chaude,
la solution obtenue est divisée en deux parties égales:

- La premiére représente le témoin.

- Ladeuxieme est traitée avec 0,5 mL de NH,OH a 10%.
L’examen réalisé sous la lumiére UV a 366 nm et I’apparition d’une florescence

intense révele la présence des coumarines (Benmahdi, 2000).
2.2.7. Les composés réeducteurs :

Leur détection consiste a traiter 1 mL des extraits alcooliques et aqueux avec 2
mL d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis on chauffe dans un bain
marie bouillant. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge-brique
(Trease et Evans, 1987).
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2.2.8. Les protéines :

2 mL de chaque extrait est solubilisé dans 2 mL de NaOH aqueux a 20% dans
un tube a essai et sont ajoutées 3 gouttes d’une solution aqueuse de CuSO, a 2%.
L’apparition d’une coloration violette, quelquefois avec une teinte rougeatre, indique

une réaction positive.
2.3. Détermination des indices physicochimiques de ’huile:
2.3.1. Indice de densité dyy (NF 1SO 6883)

Elle consiste a déterminer le rapport de la masse d’un volume donné d’huile a
20°C et la masse d’un volume égal d’eau distillée a la méme température, en utilisant

un pycnométre muni d’un thermométre gradué et étalonner 4 20°C (Lion,1955).

La densité relative d,q est donnée par la formule suivante:

d2o= (Mz-mg)/ (M1-myg)

2.3.2. Indice de réfraction Ng' (ISO 6320)

Il consiste a déterminer le rapport entre le sinus de 1’angle d’incidence et le
sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée
passant de I’air dans I’huile a la température constante (20°C), en utilisant le

réfractometre (Lion, 1955).

L’indice de réfraction est donné par la formule suivante : (Wolff, 1968)
Ng?° = ng' + 0,00035 (t-20)
Ng': valeur de lecture & température & laquelle a été effectuée la détermination.

N¢? : indice de réfraction & la température 20°C.

t : la température a laquelle a été effectuée la détermination.
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2.3.3. Indice de saponification Is (NF 1SO 3657)

Il consiste a déterminer le nombre de milligrammes de potasse pour former un
gramme d’ester (lion, 1955).
-Prendre 2 ballons a fond plat de 250mL.
-Dans I’'un peser 0,5 a 1g d’huile. Ajouter 10mL de potasse alcoolique a 0,5 N.
-Dans 1’autre, qui servira de témoin, placer seulement 10mL de la méme solution de
potasse mesurée exactement (a la pipette).
-Fermer chaque récipient avec un bouchon muni d’un long tube de verre et chauffer
sur le méme bain marie pendant 30 minutes.
-Laisser refroidir et ajouter dans chaque récipient 2mL d’eau. Si la solution qui
contient 1’ester se trouble, c’est qu’il reste de 1’ester non saponifié (I’ester est en effet
soluble dans I’eau).
-Ajouter exactement (avec la pipette) 10mL de potasse alcoolique a 0,5N dans chaque
récipient et remettre une demi-heure a reflux.
-Laisser refroidir et ajouter a titre de sécurité 2mL d’eau distillée dans chaque
récipient.
-Si le contenu du récipient ne se trouble plus par addition d’eau, ajouter 03 gouttes de
phénolphtaléine.
-Titrer par HCI a 0,5N.

L’indice de saponification est donné par la formule suivante:

Is= (Vo'Vl). M.N/m

Vo: volume en mL de la solution d’acide chlorhydrique a 0,5N utilisée pour le témoin.
V1 : volume en mL de la solution d’acide chlorhydrique a 0,5N utilisée pour la prise
d’essai.

M : masse molaire de KOH 56,11g /mole.

N : normalité de la prise d’essai.

m : masse de la prise d’essai.
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2.3.4. Indice d’acide (I,) (NF EN 1SO 660)

L’hydrolyse des corps gras, qu’elle soit d’origine chimique ou enzymatique
(enzymes lipolytiques; de palme, de karité ou d’olive) entraine la formation d’acides
gras libres.

L’acidité d’une huile représente le pourcentage des acides gras libres (AGL)
exprimée conventionnellement en acide oléique pour les huiles végétales (Ollé, 2002).
Il est exprimé par le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaire pour neutraliser 1’acidité présente dans 1 gramme de lipide (Adrian et al.,
1998).

Cet indice indique le degré d’altération des esters (essentiellement des
triglycérides) présents dans le corps gras.

Apres avoir pesé 0,5 g d’huile dans un erlenmeyer de 250 mL, on la dissout
avec 100mL d’un mélange d’éthanol a 95% et d’éther diéthylique (50/50, v/v). On
dose avec une solution de KOH éthanoique 0,5 N aprés avoir ajouté 2 a 3 gouttes de
phénolphtaléine jusqu’a I’apparition d’une coloration rose persistante.

L’indice d’acide (1) est calculé comme suit:

Acidité (%) =Vx C x M/10 x M

I (%) = 56,1x V x C/m

56,1 : est la masse molaire du KOH ;

V : est le volume, en mL, de KOH utilisé ;

C : est la concentration exacte, en moles par litre, de la solution titrée de KOH
utilisée ;

m : la masse en gramme, de la prise d’essai ;

M : la masse molaire de I’acide oléique (282,4 g/mole).
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2.3.5. Indice de peroxyde (NF T 60-220 et 1SO 3960)

L’indice de peroxyde encore appelé indice de Léa est recherché pour évaluer
I’état de conservation d’une mati¢re grasse au cours du stockage. En effet, les corps
gras peuvent s’oxyder en présence d’oxygéne ou d’autres facteurs favorisants (UV,

eau, enzyme, trace de métaux...) (Cheftel et al., 1984).

Les premiers composés formés au cours de 1’oxydation sont les peroxydes ou
les hydroperoxydes. Ceux-ci vont ensuite évoluer vers des composés plus stables :
aldéhydes, cétones, acides. Cet indice permet d’apprécier les premiéres étapes d’une

détérioration oxydative d’une huile (Oll¢, 2002).

L’indice de peroxyde est le nombre de microgrammes d’oxygene actif contenus
dans un gramme de corps gras et susceptibles d’oxyder I’iodure de potassium. Il est
exprimé en microgramme par gramme ou plus souvent en milliéquivalent d’oxygene

actif par kilogramme.

Environ 5g de matiere grasse sont dissoutes dans 10 mL de chloroforme, 15 mL
d’acide acétique et 1 mL d’iodure de potassium saturé. L’Erlen contenant ce mélange
est fermé avec un bouchon et laissé pendant exactement 5 minutes a I’abri de la

lumiere.

L’1ode libére est titré avec une solution de thiosulfate de sodium (0,02N) aprées
avoir ajouté 75 mL d’eau distillée, en utilisant I’empois d’amidon comme indicateur

coloré.

Un essai a blanc est préparé en suivant le méme mode opératoire.

L’indice de peroxyde (IP) est donné par la formule suivante :

IP = ((Vl'VO) X C/m)

Vo : volume de thiosulfate de sodium (mL) nécessaire pour 1’essai a blanc ;

V; : Volume de thiosulfate de sodium (mL) nécessaire pour la prise d’essai ;
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C : Concentration, en moles par litre, de la solution titrée de thiosulfate de sodium
utilisée ;

m : masse (g) de la prise d’essai.

3. Dosage des polyphénols, des flavonoides
3.1. Dosage des polyphénols totaux:

La méthode la plus utilisée pour I'évaluation quantitative des composés
phénoliques dans les extraits végétaux est basée sur leurs capacités de réduire le
mélange d’acides phosphomolybdique (HsPMo01,04) et phosphotungstique
(H3PW,040) du réactif de Folin-Ciocalteu, avec la formation d'un complexe bleu (Peri

et Pompei, 1971), qui peut étre déterminé par colorimétrie a 750 nm.

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode décrite par Herchi et
al., (2011) avec quelques modifications. Pour la préparation de 1’extrait méthanoique
de I’huile, 1 g d’échantillon d’huile a été pesé, dissout dans 10mL d'hexane et transferé
dans une ampoule a décanter. Ensuite, 20 mL d'un mélange méthanol-eau (80:10 v / v)
a été ajouté. Apres 3 min d’agitation, la phase méthanol-eau a éte séparée. Le procedé
d'extraction a été répété trois fois. L'extrait de méthanol-eau a été évaporé a vide a

40 ° C. Le résidu sec est ensuite dissout dans 1 mL de méthanol.

Briévement, pour le dosage des polyphenols, 2 mL d’une solution de carbonate
de sodium a 2% fraichement préparée est ajoutée a 0,1mL de I'extrait méthanoique de
I’huile (dilué si nécessaire), le mélange est agité par un vortex. Apres 5 minutes, 100
uL du réactif de Folin-Ciocalteu a 1N sont ajoutés au mélange, le tout est laissé
pendant 30 minutes a la température ambiante et & ’abri de la lumicre. La lecture est
effectuée contre un blanc au spectrophotomeétre (Perkin Elmer, Lambda 800) a 750

nm.

L’absorbance maximale lue a 750 nm est proportionnelle a la quantité de composé
phénolique présent dans nos huiles. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle

dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique comme contréle
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positif. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme

d’huile.

3.2. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides est réalisé en utilisant la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium et la soude. Le trichlorure d’aluminium forme un complexe
jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe

dans le visible a 510 nm.

La quantification des flavonoides de nos extraits est réalisée par la méthode
colorimétrique décrite par Zhishen et al., (1999) et Ardestani et Yazdanparast,
(2007). En bref, 500uL de I'extrait méthanoique de nos huiles (voir procédure plus
haut) sont mélangés avec 2 mL d’eau distillée suivi de 150 pL d’une solution de nitrite
de sodium (NaNO,) a 15%. Aprés 6 minutes, 150 puL de chlorure d’aluminium (AlCls,
6H,0) a 10% sont ajoutés au mélange, le tout est laissé pendant 6 minutes, ensuite 2
mL d’hydroxyde de sodium a 4% sont ajoutés au tube et le volume final est complété
immédiatement & 5 mL par de I’eau distillée. Aprés 15 minutes, la lecture est faite a

510 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotomeétre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opeératoires en utilisant la catéchine comme contréle positif. Les résultats sont

exprimés en mg équivalent de catéchine par gramme d’huile.
4. Mesure de la teneur en Thymoquinone au niveau de I’huile fixe de NS

La quantification de la TQ a été réalisée par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) comme décrite par Al-Saleh et al, 2006, avec quelques
modifications. A cet effet, ’échantillon d'huile a été dissout dans du méthanol (Sigma-
Aldrich pour analyse HPLC) au vortex pendant 1 min et centrifugé durant 10 min a
3000 rpm. 20 pL de surnageant ont été injectés dans une colonne Waters a phase

inverse (4,6 mm x 150mm x 3,5um de taille des particules), en utilisant une phase
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mobile isocratique d'eau: méthanol: 2-propanol (50/45/5 % v / v) a un débit de 1 mL /
min. Les analyses ont été effectuées a température ambiante. La détection UV a été
effectuée a 275 nm. La courbe d'étalonnage a été construite par un standard de TQ

dans les mémes conditions.

5. Détermination des acides gras au niveau des huiles

Le profil d'acides gras de nos huiles a été déterminé par chromatographie en
phase gazeuse (CG). Les acides gras sont trans-estérifiés en esters méthyliques
(FAME : Fatty acids methyl esters) suivant le mode opératoire de Bligh et Dyer en
utilisant du trifluorure de bore a 14% dans du méthanol, avec quelques modifications
(Liu et al., 2004). Les FAMEs ont été identifiés par une CG Varian CP-3380 en
utilisant une colonne capillaire (EC-Wax Alltech) de 30 m x 0,53 mm x 1,2 um
d'épaisseur de film, et équipée d'un détecteur a ionisation de flamme (FID). L'hélium a
été utilise comme phase mobile. La température du four a été maintenue constante a
250 °C et le volume injecté était de 1 pL. La température a été maintenue a 180 ° C
pendant deux minutes et ensuite augmentée jusqu'a 220 °C avec un debit de 6°C /min.
Aprés cette période, la température a été maintenue a 220 °C pendant 10 min. Les
FAME:s ont été identifiés a l'aide d’un standard authentique de FAMEs (Grace AOCS

Mix 3A) injecté dans les mémes conditions que nos échantillons d’huile.

6. Mesure de la teneur en a-tocophérol dans les huiles

La quantification de la teneur en tocophérols a été réalisée par chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) comme décrit par Zaman et al, (1993). En bref,
I’échantillon d'huile a été dissout dans du méthanol (Sigma-Aldrich pour analyse
HPLC) a I’aide d’un vortex pendant 1 min et centrifugé durant 10 min a 3000 rpm. 20
WL de surnageant a été injecté sur les eaux de colonne en phase inverse (4,6 mm x 150
x 3,5um de taille des particules), en utilisant une phase mobile isocratique
d'eau/méthanol/2-propanol (50/45/5 % v / v) a un débit de 1 mL / min. Les analyses

ont été effectuées a température ambiante. La détection UV a été effectuée a 292 nm.
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7. Etude de lactivité antioxydante in vitro

7.1.  Evaluation de Dactivité antioxydante par le piégeage du radical libre
DPPH :

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) qui est un radical libre stable, en
acceptant un électron ou un radical hydrogéne, devient une molécule stable. L’effet
des antioxydants sur ce radical se traduit par leurs capacités a lui donner un radical

hydrogeéne.

Cette capacité de réduction (sur le radical DPPH) est déterminée par la
diminution de son absorbance a son absorption maximale a 515 nm, qui est induite par
I’antioxydant. Ceci est visualisé par le changement de couleur du violet au jaune

(Majhenic et al., 2007) .

H NO

H + (A')n

N—N- NO,

2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH)H
(DPPH) violet Jjaune

Figure 03: Réaction de réduction du radical DPPH par un antioxyadant (AH)
(Kouamé et al., 2009).

Mode opératoire :

200 pL d’huile toluénique (100 mg d’huile + 100 pL de toluéne) sont ajoutés a
390 uL d’une solution toluénique de DPPH a 10 M. Un blanc est préparé (100 pL
d’huile a tester + 390 L de toluéne) pour chaque test effectue. Le controle est préparé

en paralléle, en mélangeant 100 pL du toluéne avec 390 pL de DPPH toluénique.

La lecture des absorbances est effectuée a 515 nm au spectrophotomeétre apres

1, 30 et 60 minutes dans 1’obscurité et a température ambiante (Ramadan et al., 2003).
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Expression des résultats
» Pourcentages d’inhibition :
Nous déterminons ainsi les pourcentages d’inhibition grace a la formule suivante:

1% = [(AC — AT) / AC] x100

AC : Absorbance du controle,
AT : Absorbance du test effectué.

Les résultats peuvent aussi étre exprimés par le calcul de I'IC50 ou
concentration inhibitrice 50 (aussi appelée EC50 pour Efficient concentration 50). Elle
permet de calculer la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 %
de radical DPPH. Ces dernieres sont calculées graphiquement par la régression linéaire
des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations (Scherer et Godoy, 2009; Fabri et al., 2009).

Ainsi, nous pouvons déduire I’activité anti-radicalaire (les pourcentages de
piégeage « Scavenging activity ») de nos extraits en calculant I’inverse des valeurs des

IC50 trouvées.
Aar = 1/IC50 (Maisuthisakul et al., 2007).

L’activité anti-radicalaire est comparée a celle de 1’acide ascorbique.

7.2. Détermination de ’activité antioxydante par la méthode de décoloration

du béta-caroténe (p-carotene bleaching method)

Cette technique de spectrophotométrie dans ’ultraviolet consiste a mesurer, a
470 nm, la décoloration du B-caroténe resultant de son oxydation par les produits de

décomposition de I’acide linoléique.
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La dispersion de I’acide linoléique et du B-caroténe dans la phase aqueuse est assurée
par du Tween. L’oxydation de 1’acide linol€ique est catalysée par la chaleur (50°C) de
maniere non spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits
végétaux induit un retard de la cinétique de décoloration du B-caroténe. Cette méthode
est sensible, rapide et simple s’agissant d’'une mesure spectrophotométrique dans le
visible. Elle présente également [’avantage de pouvoir étre couplée a la

chromatographie sur couche mince.

Cependant, 1’oxydation induite par voie thermique est non controlée et donc non
spécifique, ce qui conduit bien souvent a une variabilité des résultats (Laguerre et al.,
2007).

Mise en ceuvre pratique :

Pour étudier I’activité antioxydante par la méthode de décoloration du B-
caroténe, nous avons choisi de travailler avec le protocole expérimental décrit par Sun
et Ho (2005) in Ozsoy et al., 2008, avec quelques modifications apportées a la

méthode.

Pour préparer 1’émulsion du B-carotene, 2 mg de ce dernier sont dissous dans 10 mL
de chloroforme, puis un volume de 1 mL de cette solution est mélangé avec 20 mg
d’acide linoléique purifié et 200 mg du Tween 40 (tous ces produits sont fournis par
Fluka). Le chloroforme est évaporé par un Rotavapor (BUCHI Rotavapor R-200) et le
résidu obtenu est repris par 50 mL de peroxyde d’hydrogéne a 30 %.

5 mL de cette émulsion sont préparés, pour lesquelles 200 uL d’huiles ou
d’antioxydant de référence (BHA) a la concentration 2,5 mg/mL sont ajoutés. Le
mélange est bien agité et la lecture de 1’absorbance a 470 nm se fait immédiatement a

to contre un blanc qui contient 1’émulsion sans la [3-carotene.

Les tubes couverts sont placés dans un bain-marie réglé a 50°C et la lecture de

I’absorbance est faite toute les 10 minutes durant 60 minutes.
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Un contrle négatif est réalisé en paralléle, comprenant 5 mL de 1’émulsion du -

caroténe et 200 pL de méthanol.

Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition de Ia

décoloration du B-caroténe en employant la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [1 — (A¢— At/ Ago — Agt)] x 100 (Ozsoy et al., 2008).

A, : Absorbance de 1’échantillon a t,.

A : Absorbance de I’échantillon aprés incubation de 60 minutes.

Aqo : Absorbance du contrdle négatif a t.

Aot : Absorbance du contréle négatif apres incubation de 60 minutes.
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1. Screening phytochimique des extraits de Nigelle (Nigella sativa)

Pour avoir une idée sur I’activité de la plante, il faut déterminer et identifier ses
composants chimiques, précisément ses meétabolites secondaires. L’apparition d’une
coloration, précipitation ou encore une floculation par I’intermédiaire de certains
réactifs spécifiques présente une reaction positive et affirment la présence de certaines
familles de composés chimiques.

Les résultats de I’analyse phytochimique de différentes préparations d’extraits
de Nigelle par screening phytochimique sont indiqués dans le tableau 01.

Les résultats du screening phytochimique de la nigelle ont mis en évidence la
présence accrue en composés réducteurs dans les deux modes de préparation aqueuse.
De méme, on a enregistré la présence des flavonoides dans les différentes préparations
aqueuse, alcoolique et chloroformique, des stérols et des triterpénes dans les
préparations alcooliques et chloroformique, des saponines dans les macérats aqueux et
hydroalcoolique, avec un indice de mousse égal a 125, des alcaloides surtout dans la
préparation alcoolique ainsi que les quinones libres et aussi la présence des protéines

dans les préparations aqueuses et alcooliques.

Par contre, on a noté une absence de tanins et de coumarines dans les

différentes préparations.

Les tests phytochimiques effectués sur les différents extraits des graines de
nigelle ont révélé la présence d’alcaloides, tanins, flavonoides, stérols et triterpénes,
quinones libres, de composés réducteurs et de protéines a différentes proportions selon

le mode et le solvant d’extraction.

L’usage de solvants ou mélange de solvants de polarit¢ différente semble
influencer sur la quantité et la qualit¢ du composé extrait. Ainsi, le méthanol, un
solvant polaire, permet 1’extraction de la plupart des métabolites secondaires présents
dans les graines de nigelle a I’exception des tanins et des coumarines, dont ces derniers

ont été extraits par le chloroforme, un solvant apolaire.
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Tableau 01: Composition phytochimique des extraits de Nigelle (N. sativa) préparés dans
différents solvants.

Composés Réactifs Extrait Extrait MeOH/eau Extrait Extrait
chimiques agueux éthanolique chloroformique

(70/30)(V V)

Sucres réducteurs Liqueur de
Fehling
Flavonoides Mg~ ++ -+ o+ ¥
Stérols et triterpénes Réaction - + ++ +++
Liebermann
Buchard
Saponines Indice de + + ND ND
Mousse
Alcaloides Mayer - - +++ +
Wagner - - ++ +
Dragendorff - - +
Tannins FeCl; - - - -
Les quinones libres Réaction de ND ND +++ ND
Borntrager
Les coumarines Fluorescence - - - +
uv
Les protéines CuSO, ++ + +++ -

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif ; ND : non déterminé.

2. Indices physico-chimiques

Les résultats des indices physico-chimiques des trois huiles choisies dans notre

étude sont représentés dans le tableau 02.

L’indice de densité est considéré comme un critere physique qui permet le
controle de la pureté de I’huile extraite. Nous avons constaté que 1’huile de N. Sativa
se rapproche par sa densité a celle de 1’huile d’olive, ce qui montre que ’huile de N.

Sativa concorde avec ceux de la norme.
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L’indice de réfraction est un critere important de la puret¢ de I’huile, est

proportionnel au poids moléculaire des acides gras.

L’analyse de I’huile de nigelle a donné un indice de 1’ordre de 1,684 pour N. Sativa,
de 1,512 et de 1,711 pour I’huile d’olive et I’huile de tournesol, respectivement.

On remarque que nos résultats sont 1égérement supérieurs a 1’indice de réfraction de
I’huile d’argan fixé par la norme marocaine NM.080.5.090, qui a un indice de 1,463-

1,472. On peut ainsi déduire que nos huiles sont pures.

L’indice d’acide d’un corps gras est considéré comme un excellent moyen pour
déterminer son degré d’altération. Il s’agit d’un critere chimique de fraicheur et de
pureté de I’huile. Les résultats donnés par nos huiles sont estimés a 2,11 pour HN, 3,3
pour HO et 3.2 pour HT. On remarque que 1’acidité de nos échantillons est élevée par
rapport a I’acidité de 1’huile d’argan 1.468-1.472 (INCI, 2002), cela peut étre due a la
récolte tardive des graines de nigelle et le stockage pendant une longue durée, ceci
provoqgue des échauffements des graines et déclenche le processus de fermentation en

augmentant le taux de 1’acidité.

L’indice de saponification renseigne sur la longueur de la chaine carbonée des
acides gras qui constituent les triglycérides (fraction majoritaire d’un corps gras).
La détermination de I’indice de saponification des huiles de Nigelle a donné des
valeurs égales a 291,77 pour N. Sativa et 175,88 pour I’huile d’olive.
On remarque que la valeur de 1’indice de saponification de N. sativa est deux fois plus
grandes que HO, ce qui montre que N. sativa contient beaucoup plus d’acides gras a
longues chaines.
On peut déduire que I’huile de N. sativa est une huile pure riche en acides gras a
longues chaines et insaturés, ce qui va étre confirmé plus tard par 1’analyse
chromatographique des acides gras constitutifs de cette huile.

La détermination de I’indice de peroxyde est la méthode la plus appropriée pour
la mesure des composés peroxydés. L’analyse des résultats a donné des valeurs de

I’ordre de 7 meq d’O,/Kg pour N Sativa. On remarque que I’indice de peroxyde de
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cette derniere est plus éleve que celui obtenu pour I’huile d’olive mais beaucoup plus

bas que celui de HT, alors on peut dire que HO est moins peroxydé que HN.

Cette peroxydation peut commencer apres que les graines soient mdres, et continue
pendant leur stockage et la conservation de 1’huile. On peut déduire que I’huile d’olive
a un pouvoir antioxydant important que celui de N Sativa, qui est peut étre dd a une

présence importante de polyphénols et de vitamines liposolubles.

Tableau 02 : Indices physico-chimique des huiles de nigelle (HN), d’olive (HO) et de tournesol
(HT).

Indices physico-chimiques HN HO HT
Indice de densité a 20°C (g/Kg) 0,913+ 0,04 0,912 + 0,06 0,920 + 0,02
Indice de peroxyde (meqg O,/Kg) 7,00+ 0,12 5,78+0,19 11,86 £ 1,15
Indice de saponification 223,57 +17,8 175,88 + 13,2 198,27 + 15,0
Indice d’acide (%) 2,11+0,3 3,30+0,5 3,2+0,2
Indice d’iode (g/100g) 119,63 + 10,2 119,63 + 10,2 119,63 + 10,2
Indice de réfraction Np*° 1,684 0,2 1,512 + 0,07 1,711+0,1

Les résultats sont exprimés en moyennes + ES.
Meq O2/Kg : miliequivalent d’oxgéne par Kg de matiére grasse ; HN : huile de nigelle, HO : huile d’olive, HT :

huile de tournesol.

3. Taux des polyphénols totaux et flavonoides

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu et chlorure d’aluminium, respectivement. Les
résultats obtenus sont représentes dans le tableau 03 et déterminés a partir des courbes
d’étalonnages linéaires de I’acide gallique pour les polyphénols et la catéchine pour les
flavonoides (figures 04 et 05).

La teneur en polyphénols totaux a été exprimée en mg équivalent d’acide gallique
(AcG) par gramme de matiere séche (mg EAcG/g) et celle des flavonoides en mg

équivalent catéchine par g de matiere séche (mg ECat/g).
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Figure 04 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage de la catéchine

Les taux relatifs des polyphénols totaux et flavonoides dans 1’extrait hydro-
alcoolique de la nigelle ainsi que son huile fixe et celle de 1’olive et tournesol ; sont

représentés dans le tableau 03.

Les résultats montrent que les différents extraits renferment des concentrations

variables de polyphénols et de flavonoides.

L’extrait hydroalcoolique des graines de nigelle montre un taux élevé en

polyphénols et en flavonoides contrairement a I’huile fixe de celle-ci. Un taux
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remarquable a éteé noté en polyphénols concernant 1’huiled’olive et qui reste supérieur

a celui de HN et HT.

Tableau 03 : Teneurs en polyphénols de I’extrait brute et huiles, flavonoides extrait brute TQ
et a-tocophérol huiles.

Composés Nigella sativa L. HO HT
Extrait MeOH/eau  Huile fixe

Polyphénols totaux (mg EAcG/g) 221,44 + 12,36 7438 1412  83,75+1520 65,58 + 11,45

Flavonoides (mg ECat/g) 97,58 +11,32 ND ND ND

Thymoquinone (mg/g) ND 6,01 £ 0,54 ND ND

Tocophérols (Vit E) (ug/mL) ND 17,4 £ 2,45 25,99 £ 0,17 12,7 £ 0,15

Rétinol (Vit A) (ug/mL) ND 28,32 + 0,50 2435+1,15 19,75+1,89

Les résultats sont exprimés en moyennes * ES.
ND: non déterminé. EAcG : équivalent acide gallique ; ECat : équivalent catéchine. HN : huile de nigelle, HO :

huile d’olive, HT : huile de tournesol.

4. Teneurs en thymoquinone dans I’huile de nigelle:

Dans le but de mesurer la quantitt du composé le plus actif
pharmacologiquement: la thymoquinone (TQ) dans 1’huile des graines de nigelle (N.

sativa), une HPLC a été mise en ceuvre.

Le chromatogramme de la HPLC (voir annexe) a montré des pics de bonnes
résolutions et sans interférences. Le temps d’exécution total exigé de ’analyse était
inferieur a 15 minutes. Les autres composés mineurs détectés sont selon leur temps
respective de rétention : la thymohydroquinone (THQ) a 2,8 min, la dithymoquinone
(DTQ) a 8,9 min et enfin le thymol a 10,5 min. La TQ a été détectée a 294 nm avec un

temps de rétention de 6,8 min et a une longueur d’onde de 254 nm.
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La teneur en TQ a ¢été déterminée par HPLC d’apres une courbe d’¢talonnage

d’une TQ standard du commerce. Apres calcul, une concentration de 6,01 + 0,54 mg/g
d’huile a été notée (Tableau 03).

5. Teneurs en tocophérol et en rétinol dans les huiles:

D’apres les chromatogrammes de la HPLC, et grace a 1’étalon interne, le tocol,
nous avons pu déterminer les taux des vitamines liposolubles dans nos huiles.

Le calcul nous a permis d’avoir les résultats représentes dans le tableau 03. On
note d’aprés le tableau une présence importante de tocophérols et de rétinol dans les

huiles d’olive et de nigelle par rapport a I’huile de tournesol.

6. Teneurs en esters d’acides gras dans les différentes huiles:

La teneur en acides gras a été déterminée par chromatographie en phase
gazeuse. On a pu déterminé les différents acides gras estérifiés et méthylés, d’aprés un
standard du commerce et en comparant les temps de rétention dans les mémes

conditions opératoires.

D’aprées 1’analyse des chromatogrammes et calculs des teneurs en pourcentage

d’acide gras dans nos huiles, les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 04.

D’apres le tableau 04, on remarque la présence de 1’acide myristique C14:0,
I’acide arachidique C20:0 et 1’acide gondoique C20:1 dans I’huile de nigelle alors

qu’elles sont non détectables dans les autres huiles.

On remarque aussi que I’huile de tournesol contient la quantité la plus
importante en AGS et I’huile d’olive contient la quantité la plus importante en AGMI

en comparant les trois huiles.

On note aussi la richesse de I’huile de nigelle en comparaison avec les deux
autres huiles en acides gras polyinsaturés avec un rapport AGPI/AGS égal a 2,92. Ce

résultat confirme I’analyse de notre huile par les indices physicochimiques.
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Tableau 04 : Teneurs en esters d’acides gras dans les différentes huiles utilisées dans notre étude.

HT HO HN
C14:0 nd? nd 0,33+0,03
C16:0 172+15  14+12 16,36 + 1,6
C18:0 5+0,4 432+05 2,01+05
ci18:1 60,02+1,8 648+25  2065%1,7
C18:2 11,98 +1,1 1223+13 5144+10
C18:3 1,9+0,1 1,5+0,1 1,2 +0,08
C20:0 nd nd 0,31+0,03
C20:1 nd nd 0,2 0,02
C20:4 1,9+0,1 1,8+0,8 2,78+ 1,1
Y'SFA® 222+09 1832+0,8 19,0107
YMUFA® 60,02+1,8 648+25  2085+19
YPUFA" 15,78+0,4 1553+0.7 5542+0,7
AGPI/AGS 0,71 0,85 2,92

Les résultats sont exprimés en moyennes * ES.
a: non déterminé ; b: la somme des acides gras saturés ; c: la somme des acides gras monoinsaturés; d: la somme
des acides gras polyinsaturés. HN : huile de nigelle, HO : huile d’olive, HT : huile de tournesol.

7. Etude de ’activité antioxydante
7.1 Piégeage du radical DPPH

Puisque le principal mécanisme d’action antioxydant des polyphénols des
vegétaux est le piégeage des radicaux libres, plusieurs méthodes ont été développées
pour évaluer I’activité antioxydante des végétaux par le piégeage de radicaux libres
synthétiques en solution dans des solvants polaires comme le méthanol a température
ambiante. Les radicaux les plus fréqguemment utilises sont le 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) et I’acide 2,2-O-azino-bis (3-ethylbenzoline-6-sulphonique)
(ABTS).

Dans cette étude, la méthode par le DPPH a été choisie pour évaluer Iactivité
antioxydante des extraits de nos plantes parce qu’elle est ’'une des méthodes la plus
simple, rapide et efficace a cause de la grande stabilité du radical (Bozin, et al., 2008).

L’activité antioxydante est déterminée par la diminution de I’absorbance d’une

solution alcoolique de DPPH a 515 nm, qui est due a sa réduction a une forme non
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radicalaire DPPH-H, par les antioxydants (AH) donneurs d’hydrogénes présents dans

I’extrait végétal ou par une autre espece radicalaire comme le montre les équations

suivantes (Paix&o et al., 2007 ; Maisuthisakul et al., 2007 ; Da Silva Pinto, 2008)
DPPH® (violet) + AH (flavonoide) — DPPH-H (jaune) + A°® (radical flavonoxy)
DPPH® + R®* — DPPH-R

La capacité de réduction du radical libre DPPH* pendant le temps de 30 min par
I’extrait toluénique de la nigelle est représentée dans les figures 06, 07 et 08 et celle

de I’acide ascorbique en tant qu’antioxydant standard dans la figure 09.
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Figure 06 : pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations en huile de

nigelle.
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L’IC50, parametre couramment employé pour mesurer I’activité antioxydante,
est pour chaque extrait la concentration nécessaire pour la réduction de 50 % du
radical DPPH dans une période de temps définie, une valeur faible d’IC50 correspond
a une activité antioxydante plus élevée de 1’extrait. Les IC50 sont donc calculés a

partir de ces graphes (figures 06, 07, 08 et 09).

L’activité anti-radicalaire qui est définie comme I’inverse de I’'IC50 (1/1C50)
des différents extraits, est représentée par les histogrammes, figure 10. Elle est utilisée
pour mieux différencier et classer les antioxydants, les histogrammes représenteront
donc une comparaison entre les activités anti-radicalaires des différents huiles et celui

de I’acide ascorbique (Maisuthisakul et al., 2007).

Nos résultats montrent qu’il y a une différence significative entre les activités
anti-radicalaires de 1’acide ascorbique et de I’huile de nigelle en les comparants a
celles des autres huiles (olive et tournesol). En comparant 1’activité des trois huiles,
celle de la nigelle reste de loin la meilleure en termes de piégeage des radicaux libres
DPPH.

Le mécanisme de la réaction entre 1’antioxydant et le DPPH dépend de la

conformation structurale de 1’antioxydant. L’activité des flavonoides pour le pi¢geage
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de ce radical dépend de la présence des groupements hydroxyles, et plus

particulierement du 3-OH.

Aussi les flavonoides les plus puissants sont ceux qui comportent le groupe 3-
OH en combinaison avec la double liaison C2-C3. La présence de la double liaison
C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo est aussi connue comme responsable de
la délocalisation des électrons du cycle B et augmenterait ainsi la capacité du piégeage

d’un radical.

Figure 09 : pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations en acide

ascorbique.

0,007 -~
* ok

0,006 - I

0,005 ~ *
0,004 -~ :|:
0,003 ~ I
0,002 -~

0,001 ~

0 I T T T
HN HO HT Acide ascorbigque

Figure 10 : Activité anti-radicalaire des différentes huiles et de 1’acide ascorbique.

Abréviations : BHA : hydroxyanisole butylé; HT : huile de tournesol ; HO : huile d’olive; HN : huile
de nigelle. Aar : Activité anti-radicalaire.
* indique différence significative entre les différentes huiles et le standard (* p<0,05 ; ** p< 0,01).

7.2 Activité antioxydante par la méthode de décoloration du béta-
caroténe (-carotene bleaching method)
Dans cette étude nous avons évalué I’activité antioxydante de nos huiles

végétales par la methode de décoloration du B-caroténe. La B-carotene présente une
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forte activité biologique et est importante comme composé physiologique puisqu’elle

est le précurseur du rétinol. Ainsi le taux de dégradation ou de décoloration du B-
caroténe dépend de la capacité antioxydante de nos huiles.

L’acide linoléique présent dans le mélange réactionnel, produit des
hydroperoxydes comme radicaux libres durant 1’incubation a 50 °C. Ces radicaux
libres sont formés lors de 1'élimination d'un atome d'hydrogene d’un de ses groupes
méthylene diallyliques et attaquent les molécules de B-caroténe hautement insaturées.

Les hydroperoxydes de 1’acide linoléique attaquant la molécule de B-carotene et
par conséquence, subit une décoloration rapide en 1’absence d’antioxydants. Cette
diminution de la coloration orange caractéristique de la B-caroténe, correspondant a
une diminution de 1’absorbance suivie par spectrophotométrie (Jayaprakasha et al.,
2001 ; Kubola et Siriamornpun, 2008).

La présence d’antioxydants dans le milieu comme ceux présents dans nos huiles
réduit I’oxydation du p-carotene par les hydroperoxydes. Ces derniers qui sont formes
dans le systeme seront donc neutralisés par les antioxydants.

Les diminutions de 1’absorbance de la B-caroténe en présence des différentes
huiles et ’antioxydant standard le BHA, sur ’oxydation de I’acide linoléique sont
représentées dans la figure 11.

L’histogramme de la figure 12 représente les pourcentages d’inhibition pour
chaque huile par rapport a celui du BHA a la méme concentration de 2,5 mg/mL.

Tous les huiles ont eu des activités antioxydantes inférieur a celle du standard,
le BHA, mais elle reste toutefois modeérée en les comparant avec le contrdle.

Les deux huiles HN et HO ont montre relativement une méme activite.

Cette activité pourrais étre d( a la présence des antioxydants a savoir : les
vitamines liposolubles A et E, des polyphénols en plus de la thymoquinone contenant
dans I’huile de nigelle. La réaction en chaine des radicaux libres est bien connue
qu'elle est le mécanisme commun pour la peroxydation lipidique, de ce fait, la capacité
des antioxydants a l'inhiber est due a leurs propriétés de piégeurs de radicaux libres.
Ceci caractérise aussi les produits alimentaires contenant des antioxydants qui par

piégeage et neutralisation des radicaux libres maintiennent la bonne qualité du produit.
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Comme le confirme I’histogramme (figure 12) nos huiles végétales ont une

activité modérée par rapport au BHA (94,83 £ 5,6 %) et qui est de I'ordre de 19,35 *
4,7 %; 25,80 = 2,7 %; 30,51 = 3,5 % pour les huiles de tournesol, de nigelle et d’olive,

respectivement.
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Figure 11 : Activité antioxydante des huiles végétales et du BHA par la méthode de décoloration du

[-caroténe.

Il est clair que la présence d’antioxydant dans les huiles végétales de notre
étude réduit ’oxydation de la B-carotene induite par les hydroperoxydes. Le contréle
qui ne contient aucune de nos huiles, s’oxyde rapidement.

Vu nos résultats, nos trois huiles ont une activité antioxydante trés élevée par
rapport a celle du BHA a la méme concentration de 2,5 mg/mL. Il y a une différence
significative entre les huiles (p < 0,05), le BHA (p < 0.01) et le contrdle. Ainsi, la
vitesse de dégradation de la B-carotene dépend des antioxydants présents dans les
huiles. Les polyphénols et les tocophérols présents dans les huiles en plus des quinones
dans I’huile de nigelle manifestent une importante activité antioxydante dans le

systéme de la 3 -carotene-linoléate.
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L’activité des constituants de 1’huile d’olive montre un meilleur pourcentage

d’inhibition (Figure 12) (p< 0,05) par rapport a I’huile de nigelle et I’huile de

tournesol d’une différence de 4,71 % et de 11,16 %, respectivement.

120 -
100 -+ I

60 -

40 - *
* % I
20 - I

* %

Pourcentage d'inhibition

BHA HT HO HN

Figure 12 : Pourcentage d’inhibition de la décoloration de la béta-caroténe par les huiles et le
standard.

Abréviations : BHA : hydroxyanisole butylé; HT : huile de tournesol ; HO : huile d’olive; HN : huile
de nigelle.

* indique différence significative entre les différentes huiles et le standard (* p<0,05 ; ** p< 0,01).
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1. Choix des animaux et régimes alimentaires

L’élevage des animaux s’est déroulé au sein de I’animalerie du département de
Biologie, Faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de
I’'univers, Université Abou Bekr Belkaid (Tlemcen). Les expériences portées sur ses
animaux de cette ¢tude ont été approuvées par le Comité d’éthique en matiére

d’expérimentation d’animaux de I’université de Tlemcen.

Quatre vingt rats males albinos, de souche Wistar (Institut Pasteur, Alger,
Algérie) ont été considérés au début de I'expérience avec un poids moyen de
86,7 + 1,3 g. Aprés 21 jours de leur naissance, les rats males sont sevrés. Mis dans de
nouvelles cages, ils continuent a étre nourris comme leurs meres porteuses du méme
régime standard de type EL ALEF et boivent de I’eau du robinet ad libitum, et sont
soumis a des cycles jour/nuit de 12h/12h. La température ambiante a été maintenue a

24 °C et I'humidité maintenue constante a 60 %.

Agés d’un mois, ils ont été divisés au hasard en huit groupes, logés a raison de
cing rats par cage, chacun des groupes recevant un régime spécifique (Tableau 05)

pendant une durée de huit semaines, les différents régimes sont les suivants :

Groupe 1: groupe contrdle, les rats recevaient un régime a base de 4 % d’huile de
tournesol:

Groupe 2: groupe obese, les rats recevaient un régime hypergras (RHG) a base de
32 % d’huile de tournesol;

Groupe 3: les rats recevaient un régime a base de 4 % d’huile de Nigelle;

Groupe 4: les rats recevaient un régime hypergras (RHG) a base de 28 % d’huile de
tournesol et 4 % d’huile de Nigelle;

Groupe 5: les rats recevaient un régime a base de 4 % d’huile d’olive;

Groupe 6: les rats recevaient un régime hypergras (RHG) a base de 28 % d’huile de
tournesol et 4 % d’huile d’olive.

Groupe 7: les rats recevaient un régime a base de 2 % d’huile de Nigelle et 2 %
d’huile d’olive;

Groupe 8: les rats recevaient un régime hypergras (RHG) a base de 28 % d’huile de
tournesol et un mélange de 2 % d’huile de Nigelle et 2 % d’huile d’olive;
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L’huile de tournesol utilisée dans 1’¢tude a été ramenée du commerce
(Cevital®) et I’huile d’olive ramenée de 1’usine de Sabra (Tlemcen) et extraite par

broyage a froid.

Tableau 05: Composition des régimes expérimentaux.

Constituents (g/100 g) D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

Caseine 16

Methionine 0,3

Saccharose 5

Cellulose 5

Minéraux* 7,37

Vitamines** 2

Amidon 60,3 | 32,3 | 60,3 32,3 60,3 32,3 60,3 32,3
Huile 40 | 320 40 32,0 4,0 32,0 4,0 32,0
Valeurs Energétiques (kcal)| 371,9 | 517,5| 371,9 | 517,5 | 371,9 | 517,5 | 3719 | 5175

* Composition en minéraux (g/100 g poids sec): Ca** 4; K*, 2,4; Na*, 1,6; Mg**, 0,4 ; Fe**, 0,12; éléments traces:
manganése, 0,032; cuivre, 0,05; zinc, 0,018.

**composition en Vitamine (mg/kg poids sec): rétinol, 1,8; cholicalciférol, 0,019; thiamine, 6; riboflavine, 4,5;
acide pantothénique, 21; inositol, 5; acide ascorbique, 240; L-tocophérol, 51; acide nicotinique, 30; acide
folique, 1,5; biotine, 0,009.

2. La prise de poids, glycémie et bilans énergétiques et lipidiques

Chaque jour et jusqu’a la fin de I’expérimentation (8 semaines), le poids des
rats, ainsi que la prise alimentaire ont été notées. La glycémie a été mesurée pendant

chaque semaine.

a. Deétermination des lipides fécaux :

Au cours des semaines de bilans (semaine 1, 4, 5 et 8), les feces sont recoltées,
pesées puis sechées a 40°C pendant 24 heures. Apres les avoir broyées et placées dans
des cartouches en papier filtre, I’extraction de la mati¢re grasse fécale a été faite a
I’aide d’un appareil Soxhlet pendant deux heures par du Chloroforme.

Le taux des lipides fécaux est calculé selon la formule suivante:
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pl —p2

T(%) = X100

p1: poids de la cartouche avant I’extraction,

p,: poids de la cartouche apres I’extraction.

b. Calcul du coefficient d’utilisation digestive des lipides:
Le CUDL est la capacit¢ de 1’animal d’absorber et d’utiliser les lipides

alimentaires ingéres. Il se calcule selon la formule suivante:

lipides ingérés — lipides fécaux
CUDL(%) = lipides ingérés X100

3. Test de Tolérance au Glucose (OGTT)

L’OGTT (Oral Glucose Tolérance Test ou Hyperglycémie provoquée par voie
Orale, en frangais) est un test simple, utilisé en routine clinique. Ce test permet
d’évaluer la capacité de I’organisme a faire diminuer la glycémie aprés une charge en
glucose. En pratique, le test consiste a suivre pendant 120 minutes les concentrations
plasmatiques en glucose et en insuline aprés une charge orale en glucose. L’OGTT
fournit des informations sur la tolérance au glucose, mais pas sur la sensibilité a
I’insuline, qui sont deux concepts distincts. Plusieurs index, basés sur la méthode de
I’OGTT, ont été développés. Deux index, assez bien corrélés avec le clamp
euglycémique hyper insulinémique, sont utilisés en routine clinique. Le premier repose
sur I’utilisation des valeurs moyennes de glycémie et d’insulinémie a jeun et au cours
du test (Matsuda, 1999). Le second nécessite moins de valeurs de glycémie et

d’insulinémie mais tient compte de I’'IMC (Stumvoll, 2000).

Aprés une période de quatre semaines d'expérimentation et une nuit a jeun, les
rats ont été soumis a un test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT) par
I'ingestion intra-gastrique d’une solution de glucose (2 g / kg pc). L’OGTT a été
effectuée pendant une durée de 2 heures. Des échantillons de sang ont été prélevés
dans la veine de la queue a 0, 30, 60, 90 et 120 minutes aprés l'administration du

glucose. En tenant compte du stress engendré, seulement deux des échantillons de sang

58



Chapitre II : Etude in vivo de ’effet de I’huile de Nigelle sur ’obésité

Matériels et Méthodes

ont été prélevés au niveau du sinus rétro-orbital, et ceci étant pour déterminer les

concentrations d’insuline a jeun (lp) et aprés 120 min de test (1120).

La glycémie a eté déterminée a l'aide d'un glucométre Accu- Chek Active
(Roche®, Allemagne). La concentration de ’insuline plasmatique a ét¢ mesurée par
dosage radio-immunologique utilisant le kit Insuline Ultrasensible Rat ELISA
(ALPCO Diagnostics, NH).

L'évaluation de la résistance a l'insuline par I’index d’HOMA a été calculée a
partir de la glycémie a jeun et la concentration de l'insuline en utilisant la formule

standard comme décrit par Matthews et al . (1985):
HOMA-IR = (IOX |120)/ 22,5

La sensibilité¢ a l'insuline a été déterminée en utilisant I’indice quantitative de
sensibilité a l'insuline de glucose par voie orale (Oral glucose insulin sensitivity :
OGIS) calculé a partir d'une feuille de calcul qui peut étre téléchargée via ce lien:
http://webmet.pd.cnr.it/ogis/download.php, qui était basé sur la dose orale de glucose
administrée, 1’insulinémie et ’IMC. Une modification a été apportée a cette é¢tude ou
I’unité de la dose orale de glucose a été changée de g/m” en g/Kg de poids corporel
(Thien et al., 2003; Papandreou et al., 2008).

4. Sacrifice des rats et prélevements

A la fin de la huitiéme (8"™) semaine, le groupe contrdle, le groupe obése et les
groupes traités ont été sacrifiés apres anesthésie par injection intra-péritonéal de 3 mL
/ kg pc de chloral hydraté a 10 %. Ces animaux ont été traités, manipules et tués selon
les regles de la protection des animaux de laboratoire de I'Université de Tlemcen-
Algérie. Le sang a été immediatement recueilli a partir de l'aorte abdominale dans des
tubes héparines. Apres centrifugation, le plasma a été utilisé pour la détermination de
marqueurs biochimiques et du statu oxydant/antioxydant.

Foie, pancréas, testicules, cceur, cerveau et les tissus adipeux viscéraux (graisses

abdominale, péri-rénal et péri-testiculaire) ont été excises et pesés.
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Un partie du foie a été soigneusement lavée est découpée en morceaux de un
gramme et conservée a -80°C pour les dosages biochimiques et marqueurs de stress
oxydatif. Une deuxiéme partie de ce foie frais a servi a I’extraction des mitochondries.

Concernant le pancréas, il a servis pour les dosages biochimiques et le statut

oxydant/antioxydant.

5. Extraction de la fraction mitochondriale hépatique

La procédure d'isolement des mitochondries hépatiques est basée sur une
technique de fractionnement cellulaire par centrifugation différentielle décrite par
Frezza C et al., 2007. Brievement, 2 g de foie est découpé en petits morceaux et
homogénéisé dans une solution de tampon Tris froide (10 mM, pH 7,4) contenant du
sucrose (environ 10 volumes/gramme de foie) en utilisant un potter verre-téflon a 1000
trs/min. Une premiere centrifugation (Beekman, rotor JA17) a 600 g permet de se
débarrasser des débris cellulaires (noyaux, microsomes, ...). Le surnageant est re-
centrifugé a 7000 g pendant 15 minutes a 4°C pour récupérer les mitochondries sous
forme d’un culot brun. La couche rosée de microsomes flottant sur le culot est
éliminée afin d'obtenir des mitochondries purifiées. Le culot est ensuite remis en
suspension dans une solution tampon a base de saccharose par gramme de foie. La

suspension finale représente un rendement d'environ 80% de mitochondries purs.

6. Dosages des parameétres sériques et tissulaires

6.1. Les parametres biochimiques sériques

Le plasma obtenu a partir de tubes héparines a été utilisé pour la détermination
de marqueurs biochimiques ainsi que les homogénats tissulaires et les lysats
érythrocytaires.

L'alanine aminotransférase EC 2.6.1.2 (ALAT), l'aspartate aminotransférase EC
2.6.1.1 (ASAT), le lactate déshydrogénase EC 1.1.1.27 (LDH), la phosphatase alcaline
EC 3.1.3.1 (ALP), ont été déterminées sur du plasma en utilisant des kits enzymatiques

(Spinreact, Espagne) et leurs activités sont exprimées en UI/L.
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L'albuminémie, la globulinémie, les protéines totaux (méthode de Biuret),
l'urémie, la créatininémie, ont été mesurées en utilisant des kits enzymatiques
(Biomérieux, Lyon, France).

Les triacylglycérols (TG) et le cholestérol total (TC) au niveau sanguin et
tissulaire (aprés broyage d’une partie aliquote dans un tampon phosphate/EDTA pH
7,2, en plus de I’ajout de Triton X-100 a 0,1% et aprés centrifugation a 3000 rpm
pendant 10 min), ont été mesures en utilisant des Kits enzymatiques (Biomerieux,
Lyon, France).

Le taux du cholestérol-HDL (C-HDL) a été mesuré en utilisant la méthode
enzymatique (Spinreact, Espagne) aprés avoir précipité les HDL par du sodium
phosphotungstate-magnésium (Grove, 1979). Le cholestérol-VLDL (C-VLDL) a été
calculé en divisant la concentration de triglycérides par cinq (Wilson et al., 1981). La
concentration en cholestérol-LDL (C-LDL) a été calculée en utilisant la formule de
Friedewald-Levy-Fredrickson (1972):

C-LDL = TC-(C-HDL + TG/5)

Le glucose sérique est déterminé par la méthode enzymatique et colorimétrique
en présence de la glucose-oxydase (GOD) en utilisant un Kit pour dosage au point
final (Spinreact, Espagne). Le taux d'insulinémie aprés le sacrifice a été mesuré en

utilisant le méme kit cité précédemment.

6.2. Détermination de la teneur en acides gras plasmatiques
Le profil d'acides gras du plasma a été déterminé par chromatographie en phase
gazeuse (CG). Les acides gras sont trans-estérifiés en esters méthyliques (FAMEs :
Fatty acids methyl esters) suivant le méme mode opératoire que celui de nos huiles

(voir chapitre 1-6)
6.3. Détermination des teneurs en protéines tissulaires et mitochondriaux

La quantité de protéines dans les homogénats est dosée selon la méthode

colorimétrique de Bradford (Bradford M. M., 1976), basée sur le changement
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d'absorbance lié au changement de la couleur du bleu de Coomassie aprés liaison avec
les acides aminés basiques et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans
les protéines. La quantité de protéines (mg/mL) est déterminée contre une gamme de
BSA (Bovin Serum Albumin).

6.4. Détermination des lipides tissulaires et mitochondriaux

L’extraction des lipides se fait a partir des organes (foie, muscle, pancréas et
tissu adipeux) et des membranes (mitochondriaux) par la méthode de Folch et al.
(1957), aprés broyage d’une partie aliquote de I’organe (300 mg) et extraction par un
mélange chloroforme/méthanol (2/1, v/v). Aprés évaporation totale du solvant, les

lipides totaux sont peseés.

6.5. Détermination du taux de triglycérides et cholestérol
Les homogénats tissulaires et membranaires ont été préparés comme suit: un
aliquote d’échantillon est mélange a 2 mL de Triton X-100/NaCl a 0,1%, a I’aide d’un
Ultraturax. Apreés centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min pour éliminer les débris
membranaires et les protéines, le surnageant contenant les triglycérides (TG) et le
cholestérol (C) a été récupéré pour leurs dosages respectifs par méthodes

enzymatiques au point final par des kits commerciaux (Spinreact, Espagne).

7. Parametres du stress oxydatif
7.1 Détermination du pouvoir antioxydant total du plasma
(ORAC : Oxygen radical antioxydant capacity) :

Le pouvoir antioxydant total du plasma, c’est a dire sa capacité a absorber les
radicaux oxygénes libres, est estimé par la capacite des hématies a résister a
I’hémolyse induite par les radicaux libres in vitro en présence du plasma selon la
méthode de Blache et Prost (1992). Cette methode est basée sur le suivi en fonction
du temps de I’hémolyse des globules rouges induite par un générateur de radicaux
libres.

Il s’agit de soumettre une suspension d’hématies a une agression radicalaire

dans des conditions strictement contr6lées et standardisées. Tous les systemes
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enzymatiques et chimiques de I’échantillon se mobilisent pour protéger I’intégrité des
cellules jusqu’a leur lyse. Ainsi I’hémolyse se fait graduellement en fonction du temps.
La mesure, toutes les 5 minutes, de 1’augmentation de [’absorbance a 450 nm
permet de suivre la cinétique de 1’hémolyse.

Le pouvoir antioxydant total du plasma représente donc la capacité du plasma a
neutraliser les radicaux libres générés in vitro et donc a freiner I’hémolyse des
globules rouges attaquées, donc indirectement, ralentir I’augmentation de la densité
optique a 450 nm.

Afin de permettre une quantification de ce pouvoir antioxydant total,
’utilisation des antioxydants purifiés (Trolox, vitamine C) a concentrations connues
permet 1’étalonnage. Ainsi une unité ORAC correspond a la surface de protection

donnée par 1uM Trolox ou 2 uM vitamine C (concentration finale).

7.2. Détermination de la teneur en vitamine C plasmatique

La vitamine C plasmatique a été dosée selon la méthode de Jagota et Dani
(1982) utilisant le réactif de Folin. Brievement, aprés précipitation des protéines
plasmatiques par 1’acide trichloroacétique (10%) et centrifugation, le réactif de Folin
dilué au 1/10° est ajouté au surnageant. La vitamine C présente dans le surnageant
réduit le réactif de Folin donnant une coloration jaune. L’intensité de la coloration
obtenue est proportionnelle a la concentration en vitamine C présente dans
I’échantillon, a une longueur d’onde de 769 nm. La concentration est déterminée a
partir de la courbe d’étalonnage obtenue grace a une gamme de solutions d’acide

ascorbique.
7.3 Détermination de la teneur en vitamines A et E plasmatiques

La quantification du taux plasmatique de 1’a-tocophérol (vit E) et du rétinol

(vit A) a été déterminée par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) par
la méthode mise au point par Zaman et al. (1993). Apres précipitation des protéines
par de 1’éthanol et addition de 1’étalon interne (5 pg de tocol (Alfa Aesar) pour 200 pL

de plasma), les vitamines A et E sont extraites du plasma par 2 mL d’hexane. La phase
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hexanique est reprise soigneusement et est évaporée sous vide. Le résidu est repris
dans 50 uL d’éther diéthylique et 150 pL de la phase mobile méthanol/ eau (98/2 v/v).
Les échantillons sont injectés (20 uL) dans une colonne C18 type ODS hypersil
(200mm x 4.6mm) a un débit de ImL/min. Les pics d’absorbance des vitamines A et E
sont réalisés par un détecteur UV dont la longueur d’onde de 292 nm correspondait a

la vitamine E et celle a 325 nm au rétinol.

7.4. Détermination des protéines carbonylées

Les protéines carbonylées du plasma, tissulaires et mitochondriaux (marqueurs
de ’oxydation protéique) sont mesurées par la réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine
selon la méthode de Levine et al. (1990). Le plasma ou I’homogénat d’organes est
incubé 1 heure a température ambiante en présence de la dinitrophénylhydrazine
(DNPH ; préparée dans HCI a 2mM) ou avec seulement du HCI a 2mM pour le blanc.
Ensuite, les protéines sont précipitées avec 1’acide trichloroacétique (TCA) a 500 g/L
et lavées 3 fois par 1’éthanol: éthylacétate 1:1 (v/v) et 3 fois par le TCA. Le culot est
solubilisé dans une solution de guanidine a 6M.
Les lectures d’absorbances se font a 350 et 375 nm. La concentration des groupements

carbonylés est calculée selon un coefficient d’extinction (¢ = 21,5 mM™.cm™ V).

7.5. Détermination du taux d’hydroperoxydes

Les hydroperoxydes plasmatiques sont mesurés, selon la méthode de Nourooz-
Zadeh et al., (1996), par 1’oxydation d’ions ferriques utilisant le xylénol orange
(Sigma-Aldrich) en conjugaison avec le ROOH réducteur spécifique du
triphenylphosphine (TPP). Cette méthode est basée sur une peroxydation rapide
transformant le Fe?* en Fe** en milieu acide. Les ions Fe** en présence du xylénol
orange, forment un complexe Fe**-xylénol orange. Pour cela, 90 pL de plasma sont
incubés a température ambiante pendant 30 min avec 10uL de méthanol (pour ’essai)
ou 10uL de TPP pour le blanc. A ce mélange, sont ajoutés 900uL de réactif Fox
(contenant du sulfate d’ammonium ferrique a 250mM, H,SO,4 a 25mM, BHT a 4mM
et du xylénol orange a 100uM). Apreés incubation pendant 30 minutes et centrifugation
a 6000 rpm pendant 10 minutes, la lecture des DO se fait a 560 nm contre le blanc. Le
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taux en hydroperoxydes est calculé a 1’aide d’un coefficient d’extinction

(e=4,4.10* Mt .cm™ ).

7.6. Dosage du malondialdéhyde

Le malondialdéhyde (MDA) est le marqueur le plus utilisé en peroxydation
lipidique. Ce dosage est réalisé selon la méthode de Ohkawa (1979), par un traitement
acide a chaud, grace a [I’utilisation d’un réactif a TBA contenant de [’acide
thiobarbiturique (TBA), I’acide trichloroacétique (TCA), du HCI et du BHT a
concentration finale de 0,03 %. Le plasma ou la suspension lipidique (tissulaire ou
membranaire) est incubé avec le réactif a TBA pendant 15 minutes a 100 °C avec un
rapport réactif/échantillon de 2:1 (V/V). Apres refroidissement a température ambiante
et centrifugation pendant 10 min a 1000 rpm, la lecture est réalisée sur le surnageant
qui contient le MDA. Le TBA réagit avec les aldéhydes pour former un produit de
condensation chromogénique rosatre consistant en 2 molécules de TBA et une
molécule de MDA dont I’absorption se fait a 535 nm. La concentration en MDA
plasmatique est calculée a 1’aide du coefficient d’extinction du complexe MDA-TBA

(e = 1,56x10°mol™.L. cm™a 535 nm).

7.7. Dosage des dienes conjugueés plasmatiques

Les dienes conjugués sont considérés comme les produits primaires de
I’oxydation lipidique. Les diénes conjugués plasmatiques sont dosés selon la méthode
d’Esterbauer et al. (1989). La lecture de I’absorbance du plasma frais a 234 nm
marque la présence des diénes conjugués dont la concentration est estimée en utilisant

le coefficient d’extinction & = 29,50 mM™. cm™: & 234 nm.

7.8. Mesure du taux de glutathion tissulaire
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L'analyse du taux de glutathion hépatique et mitochondriale a été realisée en
utilisant la méthode de Sedlak et Lindsay (1968) avec quelques modifications. 0,5 mL
d'homogénat de foie a été mélangé avec le mélange de réaction, qui contenait 1,5 mL
de tampon Tris 0,2 M, pH 8,2, 0,1 mL d'acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB)
dans du méthanol. La solution a été maintenue a température ambiante pendant 15
minutes puis centrifugée pendant 30 minutes a 3000 trs/min. L'absorbance des
surnageants clairs a eté mesurée a 412 nm en utilisant un spectrophotomeétre pour
microplaques ELx800 (Biotek® Instruments Inc., USA). Le contenu de GSH a éte

exprimé en nmol/mg de protéines.

7.9. Mesure de activité de la catalase (CAT ; EC 1.11.1.6)

Cette activité enzymatique est mesurée par analyse spectrophotométrique du
taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogéne selon la méthode d’Aebi (1974).

Le principe de dosage est bas¢ sur la décomposition du peroxyde d’hydrogene
(H2,0,) en H,0 et O, par la catalase contenue dans 1’échantillon mesuré. L’activité de
la catalase est directement proportionnelle a la concentration en H,O, et a la vitesse de
sa décomposition mesurée au spectrophotometre a 240 nm. Une unité d’activité de

catalase correspond a 1 pmole de peroxyde d’hydrogéne décomposé par minute.

7.10. Mesure de activité de la Superoxyde dismutase (SOD ; EC 1.15.1.1)

L'activite de la SOD a été déterminée selon la méthode décrite par Sun et al.,
(1988). Le taux de nitrobleu de tétrazolium (NBT), la réduction de formazan bleu par
I'anion superoxyde généré par la réaction de la xanthine oxydase sont suivies par
spectrophotométrie @ 560 nm. Une unité d'activité de SOD est définie comme la

quantité d'enzyme qui inhibera la réduction du NBT de 50 %.

8- Analyse Statistique
Les résultats ont été exprimés en tant que la valeur moyenne + erreur standard.
La comparaison entre les valeurs moyennes de chaque deux groupes a été établie par le

test "t" de Student. La signification a été fixé a p <0,05.
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La comparaison des moyennes entre plusieurs groupes différents est réalisée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Turkey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. p<0,05 a été considérée comme

statistiquement significative.

L’analyse de régression multiple a été utilisée pour estimer la relation entre le
poids corporel final, la glycémie, I’insulinémie, la prise alimentaire, 'apport en AGPI,
I’HDL-C, les TG, le score d’HOMA et I’OGIS, tandis que toutes les limites de
confiance représentent des intervalles de 95%. Une corrélation de Pearson a également

été établie pour tous les parametres.
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1. Evolution de la masse pondérale moyenne et bilans lipidiques

1.1 Evaluation du poids corporel et gain de poids :

La figure 13 montre 1’évolution du poids pendant les huit semaines
d’expérimentation et la figure 14 est un histogramme représentant le poids final. Dés
la premicére semaine d’expérimentation, le profil des rats recevant le régime
hyperlipidiqgue (HG: hypergras) a base de 32 % de HT (R2) augmente
significativement de maniére plus accentuée par rapport aux rats recevant les régimes
isocaloriques (R1, R3, R5 et R7), ce qui suggére en premier temps, une installation de
I’obésité. Par contre, la masse pondérale des rats recevant le régime hyperlipidique a
base de 4 % de HN, HO (R4 et R6) et 2 % des deux huiles (R8) diminue
significativement a celle des rats du groupe HG (R2).

Par ailleurs, le profil pondéral des rats recevant le régime R7 a base de 2 % de HN
et de 2 % de HO diminue significativement par rapport aux rats soumis aux régimes
R3 et R7 recevant respectivement 4 % HN et 4 % HO et méme par rapport aux rats
témoins (R1) (Figure 13).

Cependant, le changement du gain de poids corporel moyen des rats soumis au
régime R2 augmente de 32,02 % a celui du groupe témoin (R1) durant les deux mois
d’expérimentation. Par contre, le gain pondéral des rats a régime HG traités par HN ou
HO (R4, R6 et R8) diminue de 36,29 % ; 33,34 % et 28,38 % respectivement a celui
des rats du groupe R2 (Figures 15).
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Figure 13: Changement dans le poids corporel des rats recevant les différents régimes.

Les résultats sont exprimés en moyennes * ES.

*, o, #, 0 (p<0,05): différence significative entre régime standard et obéses.

** ee, ##, oo (p<0,01): différence significative entre régimes obéses et régimes supplémentés.

La comparaison des moyennes est effectuée par le test « t » de student aprés analyse des variances.

Régime 1 : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime a base de 4% d’huile de nigelle ;
Régime 4 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; Régime 5: Régime a base de 4 % d’huile
d’olive ; Régime 6 : Régime HG supplémentés par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime a base de 2 %
d’huile de nigelle + 2% d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 %
d’huile d’olive.
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Figure 14: Histogramme représentant la différence entre le poids final des rats recevant les
différents régimes.

Les résultats sont exprimés en moyennes * ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
Régime 1 : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ;
Régime 4 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; Régime 5 : Régime a base de 4% d’huile
d’olive ; Régime 6 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime a base de 2 %
d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 %
d’huile d’olive.

Gain du poids Pourcentage en Pourcentage

B HT32% B HN4% B HT28%+HN4%
B HO4% B HT28%+H04% HN2%+H02%

32,02

-28,38
36,29 -33,65 -33,34

-37,56
-43,87

Figure 15: Gain de poids des obeses par rapport aux témoins (ligne de base 0%) et des rats

soumis aux différents régimes par rapport aux rats obeses.

Régime 1 : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ;
Régime 4 : Régime HG supplémentés par 4 % d’huile de nigelle ; Régime 5 : Régime & base de 4 % d’huile
d’olive ; Régime 6 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime a base de 2 %
d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 %
d’huile d’olive.
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1.2. Quantité moyenne d’aliment ingéreé et valeur énergétique

La quantité moyenne d’aliment ingéré par les rats recevant le régime hypergras R4
a base de 4 % de I’huile de nigelle est significativement inférieure a celle ingérée par
les rats recevant les régimes a base de 1’huile de tournesol a 4 % et a 32 % (R1, R2)
(p< 0,05) et ceci pendant toute 1’expérimentation. De plus, les rats ayant recus un
régime a base d’huile d’olive (R6) ont ingéré une quantité significativement inférieure
aux groupes de rats R1, R2 ainsi que R4 (p< 0,01). Par ailleurs, la prise alimentaire
chez les rats soumis aux régimes isocaloriques (R1, R3 et R5) reste stable par rapport
au régime R7, pendant toute 1’expérimentation a I’exception de la premiére semaine
(Tableau 06). On remarque aussi que les rats recevant le régime R8 a base de 28 % de
HT, 2 % de HN et 2 % de HO suivent le méme schéma que le groupe R2 pendant toute

la durée du bilan.

Par conséquent, D’apport énergétique total (AET) a tendance a étre
significativement plus élevé chez les rats nourris par les régimes hyperlipidiques a
base de HN et HO (R4 et R6) par rapport aux autres groupes de rats recevant les
mémes huiles dans des régimes isocaloriques. Par contre, I’AET du groupe R2 reste le
plus élevé par rapport aux groupes R4 et R6 mais presque égale au groupe R8 (voir
Tableau 06).

1.3  Quantité moyenne des lipides et des acides gras ingéerés

La quantité moyenne des lipides ingérés chez 1’ensemble des rats recevant le

régime hypercalorique (R2, R4 et R6) est significativement supérieure a celle des rats
recevant les régimes a base de 4 % HT, HN et HO, respectivement.
Aucune différence n’a été notée entre les groupes de rats recevant des régimes
isocaloriques. Par ailleurs, la quantité ingérée par les rats nourris par les régimes
hyperlipidiques a base d’huile de tournesol est plus importante que celle chez le
groupe des rats ayant regu les régimes hypergras a base des huiles de nigelle et d’olive,
a I’exception du groupe R8 qui montre le méme comportement que le groupe de rats
obéses (R2) (Tableau 06).
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Pour les acides gras ingérés (Tableau 08), on remarque que le taux des AGS est
plus élevé chez les rats recevant le régime isocalorique a base de I’huile de tournesol
(groupe témoin) par rapport aux autres régimes isocaloriques (p< 0,05) ; et que le taux
des AGPI est plus élevé chez les rats recevant les régimes a base d’huile de nigelle
((p< 0,05) par rapport a I’huile de tournesol ; d’ou un rapport AGPI/AGS relativement
faible a éete retrouvé dans cette huile (0,7) par rapport a I’huile de nigelle (2,9) et
I’huile d’olive (0,85). Le taux des acides gras polyinsaturés a tendance a étre plus
¢levé avec I’addition de I’huile de nigelle dans les régimes hyperlipidiques.

Concernant les AGMI, on constate que le taux ingéré par les rats recevant les
régimes hyperlipidiques a base de HN (R4) et est moins important que celui ingéré par
les rats des groupes R2 et R6. Par ailleurs, il reste faible chez les rats recevant le
régime isocalorique a base de 4 % de HN (R3) par rapport aux témoins et aux rats

recevant le régime isocalorique a base d’huile d’olive (R5) (Tableau 08).

1.4 Quantité moyenne des feces et des lipides excrétés

La quantité moyenne des feces chez tous les groupes de rats suit une diminution
en fonction du temps ainsi que des lipides éliminés par ces rats sauf pour le groupe R8
ou la quantité de féces augmente pendant la huitieme semaine. Cependant, chez le
groupe de rats ayant recu le régime hypercalorique a base de nigelle (R4), la quantité
de lipides excrétés reste significativement la plus importante par rapport aux autres
groupes. Par ailleurs, les quantités des feces et des lipides excrétés par les rats recevant
les régimes hyperlipidiques R2, R4, R6 et R8 sont supérieures a celles des rats

recevant les régimes isocaloriques R1, R3, R5 et R7, respectivement (Tableau 06).

1.5 Coefficient d’utilisation digestive des lipides CUDL

Les CUDL chez les rats recevant les regimes hypercaloriques a base des
différentes huiles a savoir, tournesol, nigelle et olive sont significativement supérieurs
a ceux des rats recevant les régimes isocaloriques. Par ailleurs, aucune différence n’a

été notée en comparant ces quatre régimes hypergras (Tableau 6).
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Tableau 06: Quantité d’aliment ingéré, AET, féces et lipides excrétés et CUDL des rats soumis aux

régimes (1-8) durant deux mois d’expérimentation.

Régimes

Qte d’aliment

ingérée
(9/j/100g pc)

Qte des feces
excrétée

(9/j/100g pc)

Lipides fécaux

(9/j/100g pc)

Régime 1 11,00 + 1,86% 40,91 + 10,03 2,95 + 0,28 0,10 + 0,02° 77,27 +5,02°
Régime 2 11,54 +0,66% 59,72 + 08,45 2,99 + 0,07* 0,22 + 0,34 94,04 + 6,5
BI Régime 3 11,15 + 1,47% 41,47 + 06,34° 2,45 + 0,06° 0,18 +0,04” 59,64 + 4,5°
Régime 4 11,22 +1,64% 58,06 + 05,40° 3,05 + 0,25% 0,24 + 0,08 93,32 + 6,41%
Régime 5 11,60 + 0,67° 43,14 + 12,32% 3,25 0,13 0,20 +0,06% 56,90 + 8,62°
Régime 6 10,82 + 0,95° 55,99 +10,30%° 3,07 +0,15° 0,21+0,07* 93,93 + 4,32%
Régime 7 11,87+ 0,68 44,14 + 9,30" 2,98 + 0,08 0,09 + 0,05° 81,04 +12,6
Régime 8 11,28 +£0,72% 58,37+ 9,60 3,15 +0,12® 0,15 + 0,01 95,84 + 15,2°
Régime 1 11,60 + 0,24° 43,14 + 8,45° 2,13+ 0,10° 0,07 + 0,04° 84,91+ 12,3
Régime 2 13,58 + 1,63% 70,28 + 10,09 2,25 + 0,05 0,13 + 0,04 97,01 + 8,07°
BIl | Régime3 | 13,18+0,86™ 49,02 + 1,01 2,32 £ 0,04% 0,18 + 0,04% 71,55 + 5,9°
Régime 4 10,61 + 0,22° 54,91 + 7,50° 2,45+ 0,12 0,24 + 0,02° 94,11 + 12 4%
Régime 5 11,56 + 0,24° 42,99 +7,12° 2,97 +£ 0,03 0,18 + 0,03* 61,07 + 10,2°
Régime 6 9,12 + 0,54° 47,20 +£5,21™ 2,75+ 0,08 0,19 + 0,03* 93,49 + 12,8
Régime 7 14,14 + 0,40° 52,59 + 15,6 2,75+ 0,05 0,10 + 0,06" 82,32 +10,4°
Régime 8 13,49 £ 0,83° 69,81 £ 7,6° 2,98 +0,17° 0,11 + 0,08 79,61 + 12,6™
Régime 1 11,88 + 1,06° 44,18 + 15,67 1,99 + 0,09° 0,05 + 0,08° 89,48+ 15,6°
Régime 2 12,85+ 0,47° 66,50 + 21,05 2,12 +0,11™ 0,11+ 0,06% 97,32+ 14,9°
BI | Régime 3 12,79 +0,19° 47,57 + 10,54 2,35+0,12° 0,10 + 0,05° 80,45 + 13,6°
Régime 4 10,62 + 0,29 54,96 + 10,76" 2,15+ 0,12" 0,18 + 0,08 94,70 + 14,3%
Régime 5 10,71 0,34 39,83 + 09,3° 2,60 +0,10° 0,12 + 0,04* 71,99 + 12,8°
Régime 6 8,28 + 1,8° 42,85 + 15,70° 2,16 + 0,08 0,13 + 0,09” 95,09 + 12,9%
Régime 7 13,98 + 2,01° 51,99 +23,50° 2,17 0,11 0,07 + 0,05 87,48 + 14,2
Régime 8 12,48 +1,7° 64,58 + 14,60° 2,05+0,13° 0,09 +0,17° 81,97 + 14,3°
Régime 1 12,14 +0,16% 45,15 + 0,56" 1,75+ 0,17° 0,03 + 0,03° 93,82+ 12,7%
Régime 2 10,64 + 1,06° 55,06 + 0,32° 1,95 + 0,20 0,11+ 0,01%° 96,77 + 15,2°
BIV | Régime3 12,99 + 0,86 48,31 0,76 2,00+ 0,12° 0,09 + 0,03 82,68 +12,9°
Régime 4 9,40 + 1,63 48,65 + 0,43 2,25+ 0,08° 0,15 + 0,03 95,01 + 14,7%
Régime 5 10,54 + 0,89° 39,20 +0,11° 2,49 + 0,06 0,12 +0,11% 71,54 + 14,3°
Régime 6 8,53 + 0,92° 44,14 +10,02° 2,110,110 0,12 + 0,05° 95,60 + 14,8%
Régime 7 12,96 + 0,99 48,20 + 11,50% 2,09 +0,12" 0,09+0,06° 82,64 +13,8°
Régime 8 9,64 + 1,33 49,89 +10,8% 2,01 +0,09° 0,12 +0,21* 68,88 + 15,8°

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d, €) sont significativement différentes (p<0.05).
Régime 1 : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ;
Régime 4 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; Régime 5: Régime & base de 4 % d’huile
d’olive ; Régime 6 : Régime HG supplémentés par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime a base de 2 %
d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle+ 2%
d’huile d’olive. BI : bilan nutritionnel de la premiére semaine, Bl : bilan nutritionnel de la quatriéme semaine ;
BIII : bilan nutritionnel de la cinquiéme semaine ; BIV : bilan nutritionnel de la huitieme semaine.
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Tableau 07: Composition en pourcentage d’acides gras dans les différents régimes (1-8)

Régime 1l Régime 2 Régime 3  Régime 4 Régime 5 Régime 6 Régime 7 Régime 8
C14:0 - - 0,01 £ 0,00 0,01+ 0,00 - - 0,01 + 0,00 0,00 = 0,00
C16:0 0,69+ 0,06 550+0,11 0,65+0,02 5,47 £ 0,07 0,56 +0,02 482 +0,11 0,61 +£0,05 4,82 £ 0,05
C18:0 0,20£0,05 1,60£0,09 0,08+0,01 1,48 £ 0,08 0,17 £0,08 1,4 +£0,07 0,13+ 0,08 1,40 £0,01
Ci18:1 2,40 +0,02 19,21+0,19 0,83+0,02 17,63+0,13 2,59 +0,09 16,83 £0,15 1,71+ 0,03 16,82+ 0,28
C18:2 0,48 + 0,06 3,83+0,06 2,06+£0,08 5,41+ 0,08 0,49 £0,12 3,36 £ 0,03 1,27+ 0,03 3,370,111
C18:3 0,08 £ 0,00 0,60+£0,05 0,05+0,07 0,58 £0,09 0,06 +0,01 0,53+£0,05 0,05+ 0,04 0,53 £0,00
C20:0 - - 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 - - 0,01+ 0,00 -
C20:1 - - 0,01 +0,00 0,01 £0,00 - - - -
C20:4 0,08 + 0,05 0,60+0,03 0,11+0,03 0,64 + 0,02 0,07 £ 0,02 0,53 £ 0,06 0,09 £ 0,04 0,53+ 0,09
YAGS 0,89+0,01 7,10+0,02 0,76 £ 0,01 6,98 £ 0,05 0,73+0,01 6,22 £ 0,02 0,75+ 0,02 6,22 + 0,09
SAGMI 240+£0,05 19,21+0,08 0,83+0,01 17,64 £ 0,10 2,59+ 0,08 16,83 +£0,12 1,71+ 0,02 16,82+ 0,05
Y AGPI 0,63+0,01 5,056+0,02 2,22+0,09 6,64 + 0,07 0,71 £ 001 4,42 + 0,02 1,42 + 0,03 4,43+0,09
AGPI/AGS 0,71+0,01 0,71+0,01 292+0,09 0,95+0,01 0,85 +0,02 0,71+£0,01 1,89 + 0,02 0,71+ 0,02

Les valeurs sont exprimées en moyenne * ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, c, d, e) sont significativement différentes (p<0.05).
Régime 1 : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ;
Régime 4 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; Régime 5 : Régime & base de 4 % d’huile
d’olive ; Régime 6 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime a base de 2 %
d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2
% d’huile d’olive.
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AGS (%) AGMI (%) AGPI (%)

BI 0,098 + 0,002° 0,264 + 0,003° 0,069 + 0,004°

BII 0,103 + 0,001° 0,278 + 0,002° 0,073 + 0,002°

R1 BIII 0,105 + 0,003° 0,285 + 0,001° 0,075 + 0,002%
BIV 0,108 + 0,001% 0,291 + 0,001° 0,076 + 0,001

BI 0,820 + 0,005° 2,216 + 0,005° 0,583 + 0,004°

BII 0,756 + 0,002° 2,043 + 0,001° 0,537 + 0,003°

R2 BIII 0,913 + 0,003° 2,468 + 0,002 0,648 + 0,001°
BIV 0,965 + 0,001° 2,608 + 0,002 0,685 + 0,001

BI 0,085 + 0,005° 0,093 + 0,001° 0,247 + 0,002°

BII 0,100 + 0,003° 0,110 + 0,005 0,292 + 0,004%

R3 BIII 0.097 + 0,005° 0,106 + 0,004° 0,283 + 0,003°
BIV 0.099 + 0,004% 0,108 + 0,003® 0,288 + 0,001°

BI 0,783 + 0,002° 1,979 + 0,001° 0,713 + 0,002

BII 0,740 + 0,002° 1,872 +0,001° 0,675 + 0,001°

R4 BIII 0,741 + 0,001° 1,873 +0,001° 0,675 + 0,002°
BIV 0,656 + 0,001° 1,658 + 0,002° 0,598 + 0,001°

BI 0,085 + 0,001° 0,297 + 0,001° 0,072 + 0,001

BII 0,085 + 0,004% 0,296 + 0,002% 0,071+ 0,005

R5 BIII 0,078 + 0,002° 0,274 + 0,003° 0,066 + 0,004°
BIV 0,077 + 0,001° 0,270 + 0,002° 0,065 + 0,001°

BI 0,752 + 0,003% 2,099 + 0,021° 0,537 + 0,001°

R6 BII 0,634 + 0,003° 1,769 + 0,012" 0,453 + 0,030°
BIII 0,575 + 0,001° 1,606 + 0,010° 0,411 + 0,030°

BIV 0,593 + 0,004° 1,655 + 0,010° 0,424 + 0,007°

BI 0,089 + 0,001° 0,203 + 0,001° 0,168 + 0,009%

R7 BII 0,106 + 0,002° 0,242 + 0,001 0,098 + 0,010°
BIII 0,104 + 0,002° 0,239 + 0,001° 0,097 +0,011°

BIV 0,094 + 0,001° 0,222 + 0,003° 0,090 + 0,031°

BI 0,785 + 0,002° 2,089 + 0,021° 0,779 + 0,001°

R8 BII 0,939 + 0,001° 2,498 + 0,011° 0,931 + 0,001°
BIII 0,869 + 0,000° 2,311 +0,011° 0,861 + 0,040°

BIV 0,671 + 0,001° 1,785 + 0,021¢ 0,665 + 0,041°

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

Régime 1 : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ;

Régime 4 : Régime HG supplémenté par 4% d’huile de nigelle ; Régime 5 : Régime & base de 4 % d’huile d’olive ;
Régime 6 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle +
2 % d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive. Bl : bilan
nutritionnel de la premiére semaine, BII : bilan nutritionnel de la quatrieme semaine ; BIII : bilan nutritionnel de la
cinquiéme semaine ; BIV : bilan nutritionnel de la huitiéme semaine.
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2. Test de tolérance au glucose et insulino-résistance

Les résultats du TTOG sont représentés par les histogrammes de la figure 16. Les
valeurs ’HOMA-IR et de I’OGIS sont représentées dans la figure 17.

Pendant la durée de 120 min du test, les animaux ont été manipulés avec soin
pour eviter le stress. Au cours du TTOG (Figure 16), les niveaux de glucose dans le
sang dans le groupe contréle (R1) et les groupes de rats traités (R4 et R6) sont
demeurés plus élevés et ont atteint les niveaux de jelne a 2 heures et aucune différence
significative n'a été observee entre ces deux groupes. Par contre, dans un groupe HFD
(R2) des taux de glucose sont significativement plus élevés que dans le régime 4 (p
<0,01) méme apres 2 heures du test. Aussi, le taux d’insulinémie durant le test de
tolérance au glucose a augmenté significativement chez le groupe R4 HG nourri a la
nigelle apres 120 min de test et en le comparant avec les autres groupes. Une
correction hautement significative (p<0,01) de I’insulinémie a été notée pour les
groupes R2, R4 et R8 contrairement au groupe R6 HG traité par 1’huile d’olive ou
aucune différence n’a été notée.

Le score d’HOMA-IR a été positivement corrélé au poids corporel, a la
quantité de lipides ingérés.

L’indice OGIS de la clairance du glucose donne des résultats trés similaires en
le comparant au clamp euglycémique hyperinsulinémique pour prédire la sensibilité a
I’insuline.

Chez les rats obeses, I’OGIS diminue significativement par rapport aux autres
groupes ce qui indique que la charge de glucose administré lors du test de tolérance
pour les groupes de rats ayant recu les huiles HO et HN ameéliore la clairance de

glucose dans le sang.

Selon le modele de régression multiple, on pourrait prédire a 80,1 % le poids
corporel des rats a partir de la quantité de lipides ingérés et des taux de glucose et

d’insuline pris durant le TTOG.
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Figure 16: Résultats du TTOG a 0 min et 120 min, (glycémie, insulinémie).

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les multiples comparaisons sont réalisees par le test ANOVA. Les comparaisons entre 0 minute et 120 minutes
sont réalisées par le test «t » de Student aprés analyse de variance.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d, ) sont significativement différentes (p<0.05).

* indique différence significative entre 0 minute et 120 minutes (* p<0.05 ; ** p< 0.01).

Régime 1 : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime & base de 4 % d’huile de nigelle ;
Régime 4 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; Régime 5: Régime & base de 4 % d’huile
d’olive ; Régime 6 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime a base de 2 %
d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 %
d’huile d’olive.

76



Chapitre II: Etude in vivo de I’effet de I’huile de Nigelle sur I’obésité

Résultats et Interprétation

18 - a
16 ab b
b
14 - I bc be c
124 4
=t i
I 10 :
g 8
.ﬁ -
4 -
2 -
0 I T T T T T T T
R1 R2 R3 R4 RS RG R7 RS
Régimes
500 -
a d
450 { a a
ab ab ab
400 - l
& 350 - b
4
< 300 -
=
£ 250 A
4
E 200 -
)
G 150 -
o
100
50 -
0 T T T T T T T T
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
Régimes

Figure 17: Valeurs moyennes du score d’HOMA-IR et de I’indice OGIS.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (p<0.05).
Régimel : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ;
Régime 4 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; Régime 5: Régime & base de 4 % d’huile
d’olive ; Régime 6 : Régime HG supplémentés par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime a base de 2 %
d’huile de nigelle + 2% d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 %
d’huile d’olive.

3. Changement dans les poids des organes et des tissus adipeux
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Les changements dans les poids des organes (foie, pancréas et testicules, rein,
cerveau et cceur) sont représentés par les figures 18 et 19, respectivement.

On note que le poids du foie est significativement élevé chez les rats obéses
versus les rats contrdle qui est positivement corrélé au poids corporel. On note aussi et
seulement pour le foie une diminution significative dans le régime 4 et 6 (p<0,05) en
comparaison avec le groupe obeése.

Pour le poids du pancréas, une augmentation significative pour les régimes 1, 4
et 7 a été noté (p<0,05) en comparaison avec le groupe obése (R2).

Une augmentation significative a été notée pour les régimes R7 et R8 concernant
le poids des testicules par rapport aux autres groupes.

Une augmentation significative a été notée pour les régimes isocaloriques en ce
qui concerne le poids relatif des reins. On remarque aussi une diminution significative
du poids du cceur et du cerveau pour les obéses (R2). Et une augmentation
significative du poids du cceur chez les rats ayant recu les régimes a base d’huile
d”’olive R5 et R6.

Dans la figure 20, on note que les poids des tissus adipeux abdominal et péri-
rénal sont significativement élevés chez les rats obeses versus les rats controles qui
sont positivement corrélés au poids corporel. Aucune différence n’a été notée entre les

différents groupes concernant le tissu adipeux péri-testiculaire.

78



Chapitre II: Etude in vivo de I’effet de I’huile de Nigelle sur I’obésité

Résultats et Interprétation

5 —_
'E!" a
o~ 4 4 Elh
ol b b b b b b
=
w 3
=]
e
= 2
T
[z}
=
S 1 -
o
ﬂ I T T T T T T T
R1 R2 R3 R4 RS Rb R7 R8
Régimes
0,35
a
a
= 3 ; ab
B
d 0,25
= b
& 02 b o b
E T
£ 0,15
=
=
2 01
g
0,05
i
1 2 3 4 5 6 7 B
Régimes
1 -
0,9 - 3 a
F08 - b ab
.E_'.n,? | @b a-rb ab °
o6 - b
-
205 -
= 04 -
-]
203 1
fo
0,1 -
ﬂ n T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8
Régimes

Figure 18 : Histogrammes représentant le poids du foie,du pancréas et des testicules.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive .

REL 9% : poids relatif en pourcentage.
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Figure 19 : Histogrammes représentant le poids des reins, du cerveau et du cceur.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
R 1: Régime standard ; R 2: Régime HG ; R 3 : Régime & base de 4 % d’huile de nigelle ;R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive; R 6: Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2% d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8 :
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive .
REL 9% : poids relatif en pourcentage.
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Figure 20 : Histogramme représentant les poids des tissus adipeux (TA).

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (p<0.05).
Régime 1 : Régime standard ; Régime 2 : Régime HG ; Régime 3 : Régime & base de 4 % d’huile de nigelle ;

Régime 4 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; Régime 5 : Régime a base de 4 % d’huile
d’olive ; Régime 6 : Régime HG supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; Régime 7 : Régime a base de 2 %
d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; Régime 8 : Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 %
d’huile d’olive.

REL 9% : poids relatif en pourcentage.

81



Chapitre I1: Etude in vivo de I’effet de I’huile de Nigelle sur 1’obésité

Résultats et Interprétation

4. Parametres biochimiques sérigues

Au cours de notre étude nous avons évalué I’effet de la supplémentation
quotidienne par les deux huiles nigelle et olive et ce pendant huit semaines, sur les
variations des taux de certains parametres biochimiques sanguins: glycémie,
insulinémie ; cholestérol total, triglycérides; HDL-C, LDL-C et VLDL-C; les
protéines totales, 1’albumine et la globuline ; ALAT, ASAT, I’ALP et la lactate
déshydrogénase ; 1’urée, la créatinine et ’acide urique. Les résultats obtenus chez les
différents groupes de rats de cette étude sont représentés dans les histogrammes des
figures 21 a 26, respectivement.

Pour la glycémie, les résultats sont significativement plus élevés dans le groupe
du régime HG par rapport au groupe contrdle (p<0,01), mais il a diminué de facon
significative (p<0,05) pour les rats qui ont recu 1’huile NH (R4) et le groupe de rats
ayant recu le mélange des deux huiles (nigelle et olive & 2%) (R8) par rapport au
autres groupes. Aussi, le taux de I’insuline aprés huit semaines d’expérimentation,
reste significativement élevé chez les rats recevant les régimes a base de nigelle et
d’olive en les comparant aux obéses.

Chez les rats obeéses, les taux de cholestérolémie et de triglycéridémie ont
significativement augmenté par rapport au groupe de rats témoins (R1). On observe
que les deux huiles influencent ces deux parametres en les diminuant par rapport au
régime des rats obéses. Les concentrations de HDL-C ont tendance & augmenter dans
les groupes traités (D4 et D6), tandis que le C-LDL a diminué de maniére significative.

Les protéines totales et le taux de globuline ont diminué de maniére
significative dans le groupe HG des rats recevant 1’huile d’olive (R6) par rapport aux
autres groupes. Au contraire, aprés huit semaines de traitement quotidien avec I'huile
de nigelle (R4), le taux d'albumine diminue en comparaison avec des rats des autres

groupes.
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Le groupe HG (D2) souligne une augmentation significative de I’activité de
I’alanine aminotransférase (ALAT) et de l'aspartate aminotransférase (ASAT) par
rapport au groupe de contréle (D1). Au contraire, les activités des ALAT et ASAT
diminuent (p<0,05) de facon significative lorsque I'on compare le groupe HG (groupes
obéses traités) avec les groupes des régimes 4 et 6. Une différence significative est
également observée entre les deux groupes traités D4 et D6 qui présentent une
différence sur leur composition en acides gras (voir tableau 07). Egalement des
niveaux d'ALP ont augmenté de facon significative apres un traitement diététique avec
NS et I'huile d'olive. En revanche, aucune différence statistiguement significative n’a
été observée pour les taux de la LDH entre les différents lots.

En outre, il y avait une diminution significative des taux d'urée et de la
créatinine chez des rats obéses (D2) groupe par rapport au groupe de contréle (D1), en
plus d’une diminution significative de ces deux parametres chez les rats recevant les
deux huiles (R3, R4, R5 et R6), a été notée. Pour la concentration en acide urigue,
aucune différence statistiguement significative n’est observée entre les différents
groupes.

Suivant ces résultats on constate qu’un régime HG a base de 32 % d’huile de
tournesol présente un effet hyperglycémiant et hypoinsulinémiant significatif, en plus
d’une dyslipidémie marquée par 1’augmentation des lipides athérogénes; et une
augmentation des activités des transaminases, ce qui conclu a une perturbation de la
fonction hépatique et une diminution de 1’urée et de la créatinine, qui pourrait induire a
long terme, une perturbation de la fonction rénale. On conclu de ces résultats que ce
régime HG a bien favorise 1’installation de 1’obésité.

A T’opposé, lors de la supplémentation en huile de nigelle on constate que
presque tous ces paramétres ont été rétablis ou du moins protégés d’une éventuelle
perturbation, di au régime HG. Concernant les rats ayant recus un régime a base
d’huile d’olive, qui est riche en AGMI et ne contenant pas de quinones actives,
quelques uns de leurs parametres biochimiques ont pu étre arrangés a savoir les taux

de glucose sanguin, des lipides, et celui des proteines.
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Figure 21 : Histogrammes représentant la glycémie et ’insulinémie a la fin de

I’expérimentation pour les différents régimes.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime & base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive .
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Figure 22 : Histogrammes représentant le taux des triglycérides, du cholestérol total a la fin

de I’expérimentation pour les différents régimes.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
R1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémentés par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémentés par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ;
R8 : Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive .
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Figure 23: Histogrammes représentant le taux des HDL-C, LDL-C et VLDL-C a la fin de
I’expérimentation pour les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne * ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
R 1: Régime standard ; R 2: Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4% d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémentés par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime a base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 24 : Histogrammes représentant le taux des protéines totales, albumine et globuline a

la fin de I’expérimentation pour les différents régimes.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
R 1: Régime standard ; R 2: Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4% d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémentés par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime a base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 25 : Histogrammes représentant le taux des enzymes hépatiques (ALAT, ASAT, ALP
et LDH) a la fin de I’expérimentation pour les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG

supplémenté par 4 % d’huile de nigelle; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive; R 6 : Régime HG

supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ;

R8 : Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 26 : Histogrammes représentant le taux de 1’urée, 1’acide urique et de la créatinine a la

fin de I’expérimentation pour les différents régimes.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Les taux de calcémie, de magnésémie et de phosphorémie sont représentés dans
le tableau 9 ci-dessous.

On note que la quantité de calcium ne change pas quelque soit le régime. En ce
qui concerne la magnésémie, les valeurs obtenues montrent une diminution
significative chez les rats ayant recu un régime a base de 32 % d’huile de tournesol
(R2) par rapport aux témoins (R1). On constate aussi que la magnesémie diminue
significativement chez les rats ayant recus des régimes supplémenté d’huiles de nigelle
et d’olive séparément ou associées.

Pour le taux de phosphore plasmatique, une seule diminution significative a été

notée pour les témoins ayant recu 4 % d’huile de tournesol par rapport aux autres lots.

Tableau 9: Effet des différents régimes sur la calcémie, la magnésémie et la phosphorémie.

Régime Calcémie (mg/dL)  Magnésémie (mg/dL)  Phosphoremie (mg/dL)

R1 7,40+0,21° 3,34 +0,07° 3,24 +0,99°
R2 5,74 +0,98 2,46 +0,53°" 6,30 + 2,32

R3 833+0,39° 1,38 +0,18° 438+055%
R4 7,19+0,092 1,60 +0,04°¢ 5,77 +0,11°
R5 6,39 +0,16 2 1,56 +0,23°¢ 526+0,9°2

R6 6,76 +0,80 2 1,55+0,26°¢ 5,15+ 0,112
R7 7.85+0,51° 1,08 + 0,04 ¢ 478 +0,15%
RS 7.25+0,91° 1,52 +0,05¢ 467+0,10%

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont significativement différentes (p<0,05).
R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG

supplémentés par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime a base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive .
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5. Teneurs en protéines et lipides tissulaires et membranaires
5.1. Teneurs en protéines hépatiques, pancréatique et mitochondriaux
Les teneurs en protéines (mg/g de tissu) du foie, du pancréas ainsi que celles de la

fraction mitochondriale hépatique sont représentées dans la figure 27.

Les teneurs en protéines pancratiques ne varient pas entre les différents lots de rats
quelque soit le régime. On remarque une légere augmentation du taux de protéines
chez les rats du régime contrdle par rapport aux autres groupes de rats. Concernant les
protéines mitochondriaux, on note une augmentation de la teneur chez les rats ayant
recus des régimes hypergras a base d’huiles de tournesol, de nigelle ou d’olive en les

comparant au régime témoin isocalorique.
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Figure 27 : Histogrammes représentant le taux des protéines hépatiques, pancréatiques et

mitochondriaux chez les rats ayant regu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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5.2. Teneurs en lipides hépatiques, pancréatique et mitochondriaux
Les teneurs en lipides du hépatiques, pancréatiques et mitochondriaux sont

représentés par les figures 28 a 30, respectivement.

Une baisse significative a été notée pour les teneurs en lipides totaux hépatiques
chez les rats ayant recus un régime supplémenté par les deux huiles associées (nigelle
et olive) (R8), par contre pour le pancréas aucune différence n’a été notée chez les
différents lots. Concernant les lipides totaux mitochonriaux, seul le groupe de rats
ayant regus 1’huile de nigelle (R4) a présenté une diminution significative par rapport

aux autres groupes.

Chez les rats ayant recu un régime HG a base d’huile de tournesol, on remarque que
la quantité de cholesterol et de triglycérides hépatiques ont fortement augmenté par
rapport aux autres groupes, et qu’une diminution significative a été notée chez les rats
ayant recu 1’huile d’olive (R5 et R6) suivie par ceux ayant recu un régime enrichi
d’huile de nigelle (R3 et R4) (p <0,01). En ce qui concerne la fraction mitochondriale,
le taux de cholestérol a diminué chez les rats traités par I’huile d’olive (R6). Pas de

changement significatif concernant le pancréas pour ces parametres.

A la lumiére de ces résultats, on remarque que I’effet des huiles de nigelle et
d’olive administrées a des rats recevant un régime HG pendant huit semaines, diminue
significativement les lipides tissulaires et mitochondriaux, ce qui illustre bien que les
deux huiles possédent un effet protecteur contre les dommages qui peuvent étre induits
aprés un stockage excessive de lipides au niveau hépatique et par la conséquence,

correcteur de I’activité hépatique et mitochondriale.
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Figure 28 : Histogrammes représentant le taux des lipides hépatiques chez les rats ayant recu

les différents régimes.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime a base de 4 % d’huile d’olive; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 29 : Histogrammes représentant le taux des lipides pancréatiques chez les rats ayant

recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 30 : Histogrammes représentant le taux des lipides mitochondriaux chez les rats ayant

recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne * ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

R1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8 :
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.

96



Chapitre I1: Etude in vivo de I’effet de I’huile de Nigelle sur 1’obésité

Résultats et Interprétation

6. Parameétres de la balance oxydante/antioxydante au niveau sérique,
hépatique et mitochondriale
6.1. Paramétres de la balance oxydante/antioxydante au niveau

plasmatique
La capacité du plasma a absorber les radicaux libres (ORAC) est diminuée de
maniere trés significative (p <0,05) chez les rats obéses (R2) ainsi que les rats obeses

ayant recu une supplémentation en huile d’olive (R6) (Figure 31).

Les taux des vitamines (A, C et E), du MDA, des hydroperoxydes et des diénes
conjugués, des protéines carbonylés et du glutathion réduit plasmatique, ainsi que les
activités de la catalase et de la superoxyde dismutase sont représentés dans les

histogrammes des figures 32 a 35, respectivement.

Nous avons constaté une réduction significative sur les concentrations des
vitamines chez les rats obéses comparativement au groupe de contrdle et des groupes
traités avec de I'huile fixe de nigelle et I'nuile d'olive. Une augmentation significative a
été observée dans les niveaux du MDA, des hydroperoxydes, des dienes conjugués
ainsi que l'oxydation des protéines dans le groupe HG (R2) par rapport au groupe
témoin (R1) et les groupes de rats supplémentés avec les huiles N. sativa et d'olive (R4
et R6).

L activité de la SOD et CAT était significativement plus élevée (p <0,05) chez
les rats alimentés avec un régime HG. Le traitement avec I'huile de nigelle induit une
correction significative des activités de la SOD chez les témoins (R3) et les rats obéses

traités (R4). Aucune différence n’a été notée pour I’activité de la catalase.

En fonction de ces résultats, on constate que chez les rats rendus obéses, les
défenses anti-oxydantes non enzymatiques a savoir : les vitamines lipophiles A, E et la
vitamine C ainsi que les défenses enzymatiques CAT et SOD ont significativement été
perturbées. En plus d’une augmentation significative du MDA, des hydropéroxydes,
des diénes conjuguées comme marqueurs du stress oxydatif induit par 1’obésité, d’une

part. D’autre part, ces mémes marqueurs ont été corrigés par 1’ajout d’huile de nigelle
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riche en polyphénols et de quinones actives et d’huiles d’olive riche en tocophérols
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Figure 31: Histogrammes représentant le pouvoir antioxydant du plasma (ORAC) chez les
rats ayant recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne * ES.
Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).
R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8 :
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 32: Histogrammes représentant des vitamines A, E et C chez les rats ayant recu les

différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémentés par 4 % d’huile de nigelle; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle + 2% d’huile d’olive ; R8 :
Régime HG supplémentés par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 33: Histogrammes représentant du Malondialdéhyde (MDA), des hydroperoxydes,

diénes conjuguées plasmatiques chez les rats ayant recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2: Régime HG; R 3: Régime a base de 4 % d’huile de nigelle; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6: Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle + 2% d’huile d’olive ; R8 :
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 34: Histogrammes représentant des protéines carbonylés et du glutathion réduit (GSH)
plasmatiques chez les rats ayant recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime & base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG

supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG

supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:

Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 35: Histogrammes représentant de la catalase et la superoxyde dismutase (SOD)
plasmatiques chez les rats ayant recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, c...) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime & base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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6.2. Parametres de la balance oxydante/antioxydante au niveau hépatique
Le taux des hydroperoxydes, glutathion réduit (GSH), du MDA et des protéines
carbonylées hépatiques, ainsi que les activités de la CAT et de la SOD sont présentées

dans les histogrammes des figures 36 a 38, respectivement.

Nous avons constaté une augmentation significative des teneurs en glutathion
réduit chez les rats témoins et obéses ayant recu 1’huile de nigelle (R3 et R4) ainsi
qu’aux groupes R7 et R8 comparativement aux groupes controle (R1) et obeses (R2)

ou le taux a diminué.

On note aussi que les taux du MDA, des protéines carbonylés ainsi que les
hydroperoxydes sont accentués chez le groupe RHG (R2) par rapport au groupe
témoin (R1) et les groupes de rats supplémentés avec les huiles N. sativa et d'olive (R4
et R6). Aucune différence n’est significative entre les groupes R4 et R6 concernant les

protéines carbonylées.

L’activité de la catalase hépatique se révele significativement plus elevee (p
<0,01) chez les rats alimentés avec un régime HG (R2). Les traitements avec I'huile
NS et I’huile d’olive séparément (R4 et R6) induisent une correction significative de
I’activité de cette enzyme, et un effet moins accentué mais qui reste significatif (p
<0,05) dans les groupes ayant re¢u un mélange équivalent d’huile de nigelle et d’huile

d’olive (R7 et R8).

Concernant ’activité de la SOD hépatique, on remarque qu’il n’y a aucune

correction de celle-ci chez les difféerents groupes.
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Figure 36: Histogrammes représentant la glutathion réduit (GSH) et les protéines carbonylés
hépatiques chez les rats ayant recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, c...) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8 :
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 37: Histogrammes représentant du malondialdéhyde (MDA) et des hydroperoxydes
hépatiques chez les rats ayant recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, c...) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime a base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2% d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2% d’huile d’olive.
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Figure 38: Histogrammes représentant de la catalase et la superoxyde dismutase (SOD)
hépatiques chez les rats ayant regu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, c...) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle de nigelle ; R 5: Régime a base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime
HG supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ;
R8 : Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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6.3. Parametres de la balance oxydante/antioxydante au niveau
mitochondriale
Le taux du glutathion réduit (GSH) et des protéines carbonylés mitochondriaux,

du MDA, des hydroperoxydes et des diénes conjugués (DC) ainsi que les activités de

la CAT et de la SOD sont représentés par les figures 39 a 41, respectivement.

On observe d’apres ces résultats, une baisse significative des concentrations du
GSH chez les rats obéses ayant recu 1’huile de tournesol a 32 % (R2) comparativement
au groupe contr6le (R1) et aux autres groupes traités avec de I'huile fixe de nigelle et

I'huile d'olive.

Nous avons constaté que le régime HG a agit de la méme maniere en
augmentant significativement le taux des trois marqueurs de la peroxydation lipidique

a savoir : le MDA, les hydroperoxydes et les DC.

On note aussi que les taux du MDA, des protéines carbonylées ainsi que les
hydroperoxydes sont accentués chez le groupe RHG (R2) par rapport au groupe
témoin (R1) et les groupes de rats supplémentés avec les huiles N. sativa et d'olive (R4
et R6).

L’activité de la SOD se révele significativement plus réduite (p <0,05) chez les
rats alimentés avec un régime hypergras (R2). Aucune différence n’a été pergue entre

les groupes recevant les deux huiles nigelle et olive.

107



Chapitre II: Etude in vivo de I’effet de I’huile de Nigelle sur I’obésité

Résultats et Interprétation

o B N W & u G
|

GSH Mitechendriale (nmol/mg prot)

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8

Régimes
d—h7_
5 i
N a T b b
55_ b b
° bc
Ea W i
0
= 3
=
o
2 2 4
8
o 1 -
£
‘%0— T T T T
a

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8

Régimes

Figure 39: Histogrammes représentant du glutathion réduit (GSH) et les protéines carbonylés
mitochondriaux chez les rats ayant recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, c...) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3: Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle ; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive ; R 6: Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 40: Histogrammes représentant du malondialdéhyde (MDA), des hydroperoxydes et
des diénes conjuguées (DC) mitochondriaux chez les rats ayant recu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, c...) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle; R 5: Régime & base de 4 % d’huile d’olive; R 6 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime & base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ; R8:
Régime HG supplémenté par 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Figure 41: Histogramme représentant la superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale chez
les rats ayant recgu les différents régimes.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES.

Les valeurs avec les lettres différentes en exposant (a, b, c...) sont significativement différentes (p<0.05).

R 1: Régime standard ; R 2 : Régime HG ; R 3 : Régime a base de 4 % d’huile de nigelle ; R 4 : Régime HG
supplémenté par 4 % d’huile de nigelle de nigelle ; R 5: Régime a base de 4 % d’huile d’olive ; R 6 : Régime
HG supplémenté par 4 % d’huile d’olive ; R 7 : Régime a base de 2 % d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive ;
R8 : Régime HG supplémenté par 2% d’huile de nigelle + 2 % d’huile d’olive.
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Notre société est confrontée a des taux croissants de maladies dites
métaboliques telles que 1'obésité, le diabete, 1’hypertension et les pathologies
cardiovasculaires (OMS, 2000). Cette situation refléte le contexte environnemental
actuel qui est caractérisé par une prise alimentaire excessive et un style de vie
sédentaire (Manco et al, 2004). L’augmentation concomitante de la prévalence du
diabéte de type 2 constitue un risque majeur pour la santé et ce, tant dans les pays
industrialisés que dans les pays en voie de développement (Bosello et Zamboni, 2000).
Alors que, les maladies cardiovasculaires représentent la premiere cause de mortalité a
I’échelle mondiale (OMS 2006). Chez I’adulte, ces risques cardiovasculaires sont
augmentés chez les patients porteurs d’un syndrome métabolique (SM) défini par
Reaven en 1988 comme I’association d’une obésité abdominale, d’une résistance a
I’insuline, d’une hypertension artérielle (HTA) et d’une dyslipidémie (hypo HDL

cholestérolémie ou hypertriglycéridémie) (Maisonneuve et al., 2009 ; Reaven, 1988).

En effet, quelle que soit la valeur pronostique de ces anomalies et de leurs
complications syndromiques, il a été confirmé que leur prévalence est corrélée au
degré d’obésité, et cela quelque soit 1’age; c’est donc a 1’obésité, et pas aux autres
anomalies métaboliques que la prise en charge doit accorder le plus d’importance
(Maisonneuve et al., 2009). De ce fait, la recherche de nouvelles stratégies de

prévention et de lutte contre cette maladie est devenue d’une premiere necessité.

Les cibles potentielles sont nombreuses; la génétique intervient comme facteur de
prédisposition aux effets de 1’environnement (Pérusse P. 2004 ; Basdevant A. 2008 ;
Tremblay A et Doucet E. 2000). Mais, la génétique ne permet pas d’expliquer la
spectaculaire progression de la prévalence de la maladie sous D’influence des
évolutions de la société. Les comportements alimentaires jouent un rdle également
important (Basdevant A. 2008). L’augmentation des apports alimentaires peut résulter
d’une variété de causes; disponibilité et palatabilité des aliments, convivialité,
habitudes culturelles et des troubles du comportement alimentaire (Basdevant A.
2006).
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Dans la majorité des cas, le développement du tissu adipeux est di a une incapacité
a faire face a un exces d’apport alimentaire et a une insuffisance des dépenses
énergétiques. Ce déséquilibre, peut étre accentué par une augmentation des capacités
de stockage. Il y a donc quatre acteurs physiopathologiques: les dépenses énergétiques,
le tissu adipeux, I’interaction entre les organes impliqués dans le controle du bilan

d’énergie et plus particuliérement 1’alimentation (Basdevant A. 2006).

Le systéme alimentaire est au cceur de la discussion, notamment la part des lipides
du point de vue qualitatif et quantitatif. Plusieurs arguments indiquent une
responsabilité des lipides alimentaires du fait de leur faible capacité a promouvoir
leurs oxydations ou d’un faible effet rassasiant (Horvath TL. 2005). Pour cela, il est
recommandé de la part de plusieurs organisations sanitaires de limiter autant que

possible la consommation journaliere de matieres grasses (Delplanque B et al., 2002).

D’autre part, il est a noter que tous les acides gras n’apparaissent pas équipotents
pour stimuler le développement du tissu adipeux; certains dits spécifiques ont le
pouvoir d’affecter le métabolisme cellulaire, modifiant ainsi 1’équilibre entre
I’oxydation d’autres acides gras et la lipogenese (Ailhaud et al., 2002 ; Galgani et al.,
2008)..

Afin de pouvoir étudier I’'impact de ces AG sur la prévention de I’installation de
I’obésité ou la réduction de ses risques, nous avons essayé d’introduire 1’huile de
nigelle (riche en acides gras insaturés) dans des régimes alimentaires et de tester son
effet régulateur et/ou protecteur probable sur le profil lipidique des rats males de
souche Wistar rendus obeses par des régimes hyperlipidiques. On a aussi pu comparer
I’effet de cette huile a 1’effet de 1’huile d’olive et aussi 1’effet synergique probable qui

peut en résulter entre ces deux huiles comestibles.

Parmi les méthodes actuellement disponible pour favoriser I’obésité chez le rat
est I’induction de celle-ci par un régime hypergras (HG), régime trés riche en énergie
(hypercalorique). L’obésité induite par le régime hypergras est due uniquement a la

suralimentation, et donc I’interprétation des changements métaboliques observés est
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plus facile, car ils ne sont pas marqués par d’autres anomalies associées a 1’obésité

d’origine génétique.

En effet, un régime hypergras chez des rats en croissance au cours des huit
semaines d'expérimentation a favorisé un gain de poids d’environ 32% par rapport
aux rats nourris par un régime isocalorique. Un régime hypergras ou hypercalorique
est associé a une accumulation du tissu adipeux chez I’homme comme chez le rat
(Golay, 1998). Il a été rapporté que la consommation d’un régime HG peut predisposer
les individus a I'obésité, et il peut étre expliqué qu'un apport élevé en matieres grasses
qui contribue a I'excés d'énergie et par consequent promouvoir ou soutenir I'obésité
(Grundy, 1999). L’augmentation du poids chez les rats nourris au régime HG est
associée a ’augmentation du poids du tissu adipeux et son enrichissement en lipides.
Cette obésité est associée a des altérations des métabolismes glucidiques, lipidiques et
protéiques similaires a celles observées au cours de 1’obésité chez 1’humain

(Kopelman, 2000).

La prise de poids excessive peut résulter d'un apport énergétique éleve résultant
de la densité calorique élevée en matieres grasses des aliments enrichis ou d’une panne

de la capacité a oxyder les graisses chez les rats obéses (Lichtenstein et al., 1998).

L’augmentation de I’apport énergétique est un déterminant important dans la
genese de 1’obésité. Cet apport pourra provenir d’une augmentation importante de la
quantit¢ d’aliments ou la consommation d’une alimentation a haute densité
énergétique. Les principaux déterminants de la densité énergétique d’une
consommation alimentaire sont les lipides. Les lipides forment un élément qui a le plus
d’impact sur la satiété et la prise de poids. Il est bien établi qu’une alimentation a haute
densité énergétique, riche en graisses diminue la satiété et la sensation de faim et

augmente le poids corporel.

D'autre part, lorsque la densité de I'énergie alimentaire est suffisamment élevée
pour couvrir les besoins énergétiques, une augmentation de la densité d'énergie par des
supplémentassions de l'alimentation avec de la graisse ou d'hydrate de carbone peut se

traduire par une carence en éléments nutritifs. Cela se produit parce que I'animal
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s'arréte généralement de manger quand son besoin en énergie a été atteint. En outre,
non seulement la densité d'énergie de I’alimentation et la capacité du tractus gastro-
intestinal influence la prise alimentaire, mais lI'apport réduit est aussi communément

observeé en état de carence (Haut et Schapiro, 2011).

Plusieurs études ont montré que chez les rats un régime a forte teneur en
graisses entraine une prolifération cellulaire accrue dans le tissu adipeux et affecte
considérablement la physiologie et 1’utilisation intestinales des lipides et favorise
I’obésité par hyperphagie (Petit et al., 2007). L’induction de 1’hyperphagie est une
conséquence de l'effet obésogene d'un régime HG via un certain nombre de
mécanismes différents, y compris I’altération de I'activation induite par les lipides de

la voie afférente vagale (Savastano et Covasa, 2005).

Effectivement, la satiété, processus physiologique de cessation de repas, est
médiée principalement par des signaux de rétroaction provenant de l'appareil gastro-
intestinal. Une possibilité est que le mécanisme de la satiété induite par les graisses
pourraient étre modifiée en réponse a l'ingestion chronique de matiere grasse de telle
sorte que leur sensibilité ou leur action est diminuée. Les déficits dans les signaux de
satiété sont fortement soupconnés d'accompagner l'obésité, sinon de contribuer a sa
pathogenése chez les humains et chez les rats. Un des signaux de satiété est la
cholécystokinine (CCK), dont les effets sur la consommation de nourriture sont

diminués chez les rats adaptés a un régime HG (Savastano et Covasa, 2005).

Ces résultats s'expliquent aussi par le fait que les régimes riches en graisses sont
riches en acides gras saturés (AGS) qui sont considérés comme composes favorisant le
développement du tissu adipeux (Pérez-Matute et al., 2007). Ils jouent un réle
important dans la différenciation adipocytaire analysée in vitro par des études utilisant
la culture de cellules préadipocytaires et/ou des biopsies de tissu adipeux chez
I’homme ou le rongeur (Walrand et al., 2010). En effet, les AG naturels se comportent
comme de véritables hormones « adipogéniques »; ils stimulent la différenciation des

préadipocytes en augmentant la transcription de génes cibles dont les produis
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(enzymes) participent alors a la synthese et a la mobilisation des lipides dans

I’adipocyte.

Ainsi, lors d’un apport lipidique accru sur le long terme, I’hypertrophie
(accumulation des graisses dans 1’adipocyte) et sous I’effet de I’activation de certains
facteurs de transcription qui régulent la différentiation adipocytaire par quelques
hormones (insuline, IGF1 et glucocorticoides) et sous le contrdle des acides gras, il y
a recrutement de nouveaux adipocytes a partir de pré-adipocytes (Moreno-Navarrete et
Fernandez-Real, 2012). Il a été établie que les acides gras naturels et certains de leurs
métabolites comme les prostacyclines se comportaient comme de véritables hormones
sur les pré-adipocytes de rongeurs mais également humaines, ce qui démontre le lien
conceptuel entre la prise de régime hyperlipidiqgue et la formation excessive

d’adipocytes (Vassaux et al., 1992).

D'autre part, on a montré les effets bénéfiques des acides gras polyinsaturés, en
raison de la présence de doubles liaisons se terminant avec une faible énergie suivant
leur oxydation (Garton, 2009). L'oxydation de l'acide oléique a est plus rapide que
celle de I'acide linoléique et l'augmentation des acides gras polyinsaturés (AGPI)
induit une diminution de la masse de tissu adipeux et empéche le développement de
I'obésité par rapport aux acides gras mono-insaturées (AGMI) et les AGS (Liao et al.,
2010).

Parmi ces AG naturels ; I’acide linoléique que contient I’huile de tournesol
conduisant a la synthese de I’acide dihomo-y-linolénique (DGLA) puis de I’acide
arachidonique (ARA) et son metabolite, la prostacycline, favorisant ainsi la
différenciation des préadipocytes en adipocytes et contribuent au développement du
tissu adipeux (Pérez-Matute et al., 2007). L’acide linoléique accentuerait ainsi la prise
de poids (Scholtens et al., 2009).

Pa contre, les résultats obtenus ont montré une diminution du poids corporel
important qui peut également étre expliqué par I’important rapport AGPI/AGS qui est
égal a 2,92, 0,85 et 0,71 dans I'huile N. sativa, I'nuile d'olive et I'huile de tournesol,

respectivement. En fait, un rapport de haute qualitt AGPI/AGS constitue un
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déterminant important pour la prévention de [l'obésité induite par régime
hyperlipidique. Liao et ses collaborateurs (2010) ont rapporté des résultats similaires
aux notres chez les hamsters nourris avec un régime a faible rapport AGPI/AGS, ce
qui a augmenté le gain de poids et soutenu l'accumulation de graisse, alors qu'un
rapport AGPI/AGS élevé semble étre bénéfique dans la prévention accumulation du
tissu adipeux blanc en augmentant l'activité des enzymes lipolytiques hépatiques

impliquées dans la B-oxydation.

D’autres études ont montré qu’une augmentation du rapport AGPI /AGS est
associée a une augmentation des dépenses énergétiques de repos, de 1’oxydation des
lipides et de la thermogénése post prandiale, d’ou I’effet protecteur vis-a-vis de

I’obésité (Couet et al., 1997, Van Marken Leichtenbelt et al., 1997).

On pense que la qualité des AGS dans I’huile de nigelle (HN) peut jouer un
role aussi important méme si en quantité un peu plus élevée que celle de I’huile
d’olive; car il a été bien décrit que les AGS peuvent influencer difféeremment le
métabolisme lipidique dans 1’organisme selon leur nature et la longueur de leur chaine
carbonée; par exemple [D’acide palmitique montre plusieurs effets néfastes
contrairement aux autres AGS comme 1’acide stéarique et I’acide myristique (Dubois

et al., 2007).

Nos résultats ont montré une diminution significative du développement de
I'nyperglycémie et de I'nyperlipidémie (taux de cholestérol sérique total et triglycérides
et du HDL-cholestérol) dans les groupes traités avec la N. sativa et I’huile d'olive par

rapport au groupe obese a base d’huile de tournesol.

Le profil lipidique et la glycémie viennent confirmer que I’huile fixe de N.
sativa ainsi que I’huile d’olive possedent des effets metaboliques remarquables.
Additionnellement, dans I'étude menée par Houcher et al., (2007), les auteurs ont
mentionné que 1’huile extraite des graines de nigelle cause une importante diminution
de la glycémie. Cet effet hypoglycémiant peut étre expliqué soit par 1’inhibition de
I’absorption intestinale, soit par 1’inhibition des enzymes clés de la néoglucogenese

hépatique, ou par la stimulation de la sécrétion de 1’insuline ou par la sensibilité des
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tissus a 1’action de I’insuline, ce qui est confirmé dans nos résultats par le score de
HOMA-IR (homeostasis model assessment of insulin resistance) et I’indice OGIS

(Oral glucose insuline sensitivity).

La notion de sensibilit¢ a 1’insuline concerne plusieurs tissus dits insulino-
sensibles : le foie, le tissu adipeux et le muscle squelettique. L’insuline permet
notamment la suppression de la production hépatique de glucose, I’inhibition de la
lipolyse et 1’utilisation musculaire du glucose (Disse et al., 2013). Dans le tissu
adipeux, elle inhibe I'action de la lipase hormono-sensible favorisant le stockage des
graisses dans les adipocytes et réduisant le déversement d'acides gras libres dans la
circulation. Elle freine, par un effet direct la production hépatique de VLDL. Par
ailleurs, I'insuline est un puissant activateur de la lipoprotéine lipase, favorisant ainsi le
catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides (Chylomicrons, VLDL)
secondairement, a une réduction des LDL circulantes et des dyslipidémies athérogenes
(Vergés, 2001). L’insulinorésistance correspond donc généralement a 1’altération de
ces différentes fonctions.

La biosynthese des triglycérides utilise le glucose et les acides gras libres
(AGL) comme substrat. En situation d’insulino-résistance, la concentration élevée
d’AGL dans le sang portal est corrélée a un taux eleveé de production des VLDL
(Verges, 2001).

La sensibilité a I’insuline est aussi positivement corrélée au taux de graisse
viscérale et négativement a 1’absorption intestinale du cholestérol (Taverne et al.,
2013). Chez I'animal, la carence en insuline se traduit par une réduction de I'inhibition
de I'ACAT (AcylcoA Cholestérol Acyl Transférase) au sein des HDL et donc par une
augmentation de synthese et de sécrétion de cholestérol estérifié par I'anthérocyte. Cet
effet est lié a la perte de I'effet positif de I'insuline sur le catabolisme des LDL, et donc

apparait une diminution importante du HDL-cholestérol (Verges, 2001).

La sécrétion d’insuline de base permet I’obtention d’un taux constant
d’insuline qui reflete la sensibilit¢ a D’insuline. Il a en effet été montré que
I’insulinémie a jeun est un bon marqueur de 1’insulino-résistance (IR) (Haffner et al.
1996).
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L’¢lévation du poids et de Ia taille, la présence de valeurs tensionnelles élevées,
I’hypertriglycéridémie et I’hypoHDLémie ainsi que 1’élévation de la glycémie a jeun
au dessus de la normale sont des éléments clinico-biologiques simples inclus dans le
syndrome métabolique permettant de dépister, chez ’homme, la présence d’une IR. De
plus, les critéres du syndrome métabolique ne permettent pas d’accéder a une mesure
quantitative de I’IR, ce qui peut étre nécessaire pour le suivi évolutif de I’éfficacité
d’un traitement. Par ailleurs, en expérimentation animale, il n’existe pas de criteres
cliniques permettant le dépistage de la résistance a I’insuline et seule une mesure

guantitative sera pertinente.

Mesurer de maniére fiable la sensibilité a 1’insuline chez I’homme, comme chez
I’animal, est possible grace a la technique de référence, le clamp euglycémique
hyperinsulinémique. Le clamp permet, en fonction de la dose de I’insuline perfusée, et
de la méthodologie utilisée et des paramétres mesurés, une quantification de la
sensibilit¢ a D’insuline du corps entier, mais également spécifiquement du tissu
adipeux, du foie et du muscle squelettique. Le codt et la difficulté de mise en place de
la technique du clamp (test de plusieurs heures nécessitant deux abords veineux)
limitant son utilisation en routine, et méme en recherche expérimentale (Diss et al.,
2013), en plus qu’elle est difficilement utilisable de fagon chronique chez I’animal

(Henri, 2006).

Ainsi depuis plus de 25 ans, de multiples méthodes alternatives ont été
développées pour permettre de quantifier plus simplement la sensibilité a I’insuline.
Ces méthodes sont des index composites utilisant des valeurs biologiques basales ou
stimulées (fréquement la glycémie et I’insulinémie) et parfois des parameétres

anthropometriques (Muniyappa et al., 2008 ; Diss et al., 2013).

En effet, a partir de la glycémie (en mmol/L) et de I’insulinémie (en
U/mL) on peut calculer le score de HOMA-IR qui nous permet de prédire 1’insulino-
résistance (Matthews et al. 1985). Le score de HOMA (Homeostasis Model
Assessment) est 1’index le plus utilise pour caractériser les anomalies de la

sensibilit¢ a I’insuline et de la sécrétion d’insuline. Le score de HOMA-IR est
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efficace pour évaluer I’IR chez des personnes ayant une intolérance au glucose ou un
diabéte modéré (Hammoud, 2012).

La corrélation entre les valeurs du HOMA et les résultats obtenus par le clamp
euglycémique hyperinsulinémique n’est pas trés élevée (R = 0,34-0,40) mais ceci peut
étre en partie expliqué par le fait que I’Index HOMA et le clamp euglycémique
hyperinsulinémique ne font pas référence aux mémes domaines de la sensibilité a
I’insuline. A jeun, I’effet de I’insuline plasmatique est plus important sur 1’inhibition
de la production hépatique de glucose que sur son utilisation périphérique : ’'index

HOMA refléte donc surtout I’insulino-résistance hépatique (Henri, 2006).

Il a été montré dans plusieurs études que le score de HOMA-IR est bien corrélé
a la sensibilité a I'insuline estimée par d’autres méthodes. L’OGIS (Oral glucose
insuline sensitivity) est I’un des index qui sont significativement corrélés a la méthode
du clamp (R=0,77, P<0,0001) reflétant ainsi efficacement la sensibilité a I’insuline
(Mari et al., 2001).

Nos résultats peuvent étre expliqués par le faite que I’augmentation de
I’insulinémie correspond a une réaction d’adaptation de la cellule béta pancréatique,
pour maintenir tout au moins initialement 1’homéostasie glucidique face a un état de
diminution de la sensibilit¢ de 1’organisme a I’effet de I’insuline.  Mais
I’hyperproduction de I’insuline par le pancréas n’explique pas a elle seule
I’hyperinsulinisme de 1’obése. D’autres travaux suggerent que 1’insuline sécrétée via la
voie portale, est moins extraite par le foie chez les individus obéses. Enfin, la
réduction pondérale chez 1’obése est corrélée a celle de I’insulinémie et 1’insulino-
résistance. Ceci peut €tre expliqué par le fait qu'un hyperinsulinisme primaire conduit
a Dinsulino-résistance (IR), qui a son tour accentue I’hyperinsulinisme et réduit
d’autant plus le nombre des récepteurs exprimes a la surface des cellules et donc

accroit les effets lipogéniques de I’insuline et ainsi le degré d’obésité (Verges, 2001).

En méme temps, la présence de la thymoquinone (TQ), telle que détectée par la HPLC
a la concentration de 6,01 = 0,54 mg / g d'huile de graines de N. sativa, peut étre une

autre explication de I'effet de correction du niveau de glycémie.
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Plusieurs recherches scientifiques réalisées sur N. sativa sont consacrées a la
mise en valeur de I’activité antidiabétique et hypolipidémiante de 1’huile et la TQ issue
de la graine de cette plante. Les travaux de Fararh et al., (2005) ont révélé que la TQ
exercait un effet anti-hyperglycémiant et améliore le taux de glucose dans un diabéte
gestationnel. L’administration journaliere intra-gastrique d’une dose de 50mg/kg
pendant 30 jours de TQ chez des Hamsters avec un diabete de type 2 induit par la
streptozotocine, réduit la glycémie a jeun et le taux d’hémoglobine glyquée et réduit la
néoglucogenése en inhibant ses enzymes. Ainsi, Pari et Sankaranarayanan (2009)
confirmaient ce mécanisme d’action chez des rats avec un diabete induit par le
mélange STZ-nicotinamide, ou 1’administration pendant six semaines d’une dose de
80mg/kg de la TQ a ces rats a presenté une diminution significative de la glycémie et
une augmentation de I’insulinémie et ceci serai dii au fait que la TQ normalise le
métabolisme glucidique en améliorant [’utilisation du glucose et en diminuant la
production du glucose hépatique en inhibant les enzymes de la néoglucogenése, la

glucose-6-phosphatase et la fructose 1-6-biphosphatase.

La TQ est capable dabaisser le taux de cholestérol plasmatique chez les
animaux, en partie, du fait de son activité antioxydante. L'administration de la TQ avec
un régime alimentaire enrichi en cholestérol réduit le cholestérol total, les LDL et de
triglycéride, tandis qu’elle fait augmenter le taux du cholestérol-HDL ainsi que du
glutathion par rapport au groupe témoin. Une supplémentation par TQ dans un régime
alimentaire hypergras diminue nettement les niveaux de la lipase sérique et I'amylase.
Une dose de 100 mg / kg de poids corporel a été trouvee pour fournir un effet optimal
sur les changements pathologiques du pancréas induites par un régime hypergras
(Suguna et al., 2013). En outre, la TQ génére un effet hypocholestérolémiant chez des
rats diabétiques par la régulation du taux de cholestérol dont les deux mécanismes
principaux sont, d'une part 1’augmentation de 1'absorption du LDL-cholestérol via la
régulation du géne du récepteur des LDL hepatique et, d'autre part, par la suppression
du gene de la 3-hydroxy-3- méthylglutaryl-coenzyme A réductase (HMG-CoAR) (Al-
Naqeep et al., 2009).
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De plus, nous trouvons que la proportion AGS / AGMI / AGPI d'huile de
nigelle est d'environ 1/1,1/2,6 assez proche de la proportion citée dans une étude
récente ou les auteurs ( Xuefeng Yang et al., 2012) ont mentionné que la proportion
des différents acides gras dans les régimes alimentaires joue un réle important dans le
métabolisme et en particulier la proportion de AGS / AGMI / AGPI (1/ 1/ 2) améliore
le métabolisme du glucose et des lipides, et fait augmenter la sensibilité a I'insuline.

Grundy (1999) a explique les taux éleves de cholestérol et de triglycérides a des
apports élevés d'AGS en comparaison avec les AGMI, ce qui peut s'expliquer par le
fait que l'effet des AGS sur I'absorption intestinale du cholestérol alimentaire est
supérieure a celle des AGMI (Strange et al ., 1981). Des résultats similaires ont été
obtenus par El-Dakhakhny et al., (2000), qui a constaté que I'huile de N. sativa
administrée a des rats a diminué de maniére significative les niveaux de cholestérol
total, TG, C-LDL sérique et une augmentation du HDL-C. En outre, Zaoui et al.
(2002) ont indiqué que le traitement par voie orale avec de I'huile de N. sativa, réduit
les taux de cholestérolémie, de triglycéridémie et les niveaux de glycémie par rapport
aux rats normaux. En outre, Meddah et al. (2009) a montré que le traitement de N.
sativa chronique améliore la tolérance au glucose de maniére aussi efficace que la

metformine et une réduction du poids corporel, sans aucun effet toxique note.

La diminution du taux de cholesterol ainsi que des LDL-C trouvé dans notre
étude sous I’effet d’une supplémentation en HN peut aussi étre expliqué par le fait que
notre huile est tres riche en phytostérols (Cheikh-Rouhou et al., 2008).

Les phytostérols sont des stérols vegétaux structurellement similaires au
cholestérol qui agissent dans l'intestin en diminuant I'absorption du cholestérol. Les
phytostérols déplacent les micelles intestinales de cholestérol, ce qui réduit la réserve
de cholestérol absorbable, mais ils sont également prises rapidement par les
entérocytes et augmentent I'expression du transporteur de stérol Al lié a I'adénosine
triphosphate. Ainsi, les esters de phytostérols dissous dans la graisse alimentaire
réduisent le cholestérol-LDL de 10% a une dose efficace maximale de 2 g / jour
(Ostlund, 2004) .
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De nombreuses études correlent le taux des triglycérides sériques a la résistance
a l'insuline (Thien et al, 2003; Yang Pan et al, 2009). Dans une étude récente, Yang et
al. (2012) ont montré que la proportion des différents acides gras dans I'alimentation
joue un role important dans I'amélioration des lipides et le métabolisme du glucose et
l'augmentation de la sensibilité a l'insuline. En fait, I'une des destineés des AGPIs dans
les cellules est de s’intégrer dans les phospholipides membranaires. Une fois dans les
membranes, les AGPIs contribuent a la fluidit¢é membranaire qui est un facteur
déterminant pour une liaison correct hormone-récepteur. En effet, I'augmentation de la
fluidité de la membrane peut se traduire par un nombre accru de récepteurs a I'insuline,
ceci peut s’expliquer par l'inverse de la résistance a l'insuline, dans laquelle associée a
une membrane rigide limite le nombre de récepteurs a l'insuline et fait diminuer
I'affinité de l'insuline a son récepteur (Russo, 2009).

D'autre part, la différence constatée entre les deux régimes hypergras
supplémentés par I’huile de nigelle et I’huile d’olive (régimes 4 et 6, respectivement)
peut étre expliquée par la différence de composition des acides gras des deux huiles.
L’huile de N. sativa est riche en AGPI-n6, qui sont présents en faibles quantités dans
I'huile d'olive. Les AG-n6 ont montré un effet hypocholestérolémiant, ils réduisent la
résistance a l'insuline ainsi que le risque de diabete de type 2. Le principal AG dans
I'huile d'olive est l'acide oléique mono-insaturé, qui a une action controversée
(Jacomelli et al., 2010).

En outre, il faut noter que ’acide myristique que I’on trouve dans HN (0,33%)
et pas dans HT ni dans HO, occupe une place particuliere, pouvant méme exercer un
role hypocholestérolémiant a dose alimentaire ; sachant que, par ailleurs, il se fixe sur
plusieurs dizaines de protéines, leur conférant leurs fonctions métaboliques (Sebbagh
et al., 2009 ; Walrand et al., 2010).

Par ailleurs, les causes de ces troubles métaboliques sont souvent des
anomalies de régulations endocriniennes ou des déficiences qui touchent des enzymes
(Philips et al., 1997). Parmi ces derniers, on trouve les transaminases ; qui sont des

enzymes indispensables a 1’organisme participant a la néoglucogenése en catalysant le
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transfert d’un groupe amine afin de produire de I’acide oxaloacétique et de 1’acide
pyruvigue. Les organes les plus riches sont le foie pour les ALAT (Alanine Amino
Transférase ou Glutamate Pyruvate transaminase) et les muscles, y compris le cceur,
pour les ASAT (Aspartate Amino Transférase ou Glutamate Oxaloacétique
Transaminase). Toute altération de ces organes va libérer des transaminases. Le
rapport ASAT/ALAT peut aider a déterminer une probabilité d’une atteinte hépatique
(Buswell et Stalder, 2001).

Nos résultats révelent une élévation de ce rapport chez les rats obéses. En
effet, une surcharge alimentaire suffit pour entrainer une augmentation importante des
transaminases hépatiques. La démonstration est faite expérimentalement par Béatrice
Vuaille en 2008 chez des volontaires qui ont accepté de se soumettre pendant un mois
a un régime hypercalorique a base de fast-food, ou I’effet est apparu dés la premiére
semaine. De plus, les élévations des ASAT sont fortement associées aux traits du
syndrome métabolique et ils sont corrélées a un risque de diabéte de type 2 et de

stéatose hépatique non alcoolique (Vuaille, 2008).

L'effet de I’huile N. sativa sur la synthese de lI'aloumine a été reconnu depuis
longtemps pour étre utilisé comme traitement de maladies du foie. Plusieurs études ont
montré que le traitement par les graines de N. sativa a augmenté le taux d'aloumine
sérique chez les rats (Al-Gaby, 1998, Al-Jishi et Abou Hozaifa, 2003). En outre, dans
une étude récente par Tousson et al., (2011), des résultats similaires ont été trouvés, ou
un régime supplémenté par N. sativa a fait augmenter le taux plasmatique des
protéines totales, de I'albumine, les niveaux de ALAT et de I’ASAT et chez le lapin et
a diminué les concentrations sériques de lipides, ce qui concorde avec nos résultats. Le
changement de niveau de I'albumine refléte la variation de la fonction hépatique et la
présence d'acides gras peut avoir un effet sur la synthése des protéines musculaires par
un mécanisme de prostaglandine-dépendante.

Il est également possible que le niveau d'albumine elevé chez le groupe traité
par HN peut étre di a une induction de leur synthése par la TQ contenue dans cette
huile et il est aussi important de noter que la TQ possede un site de liaison spécifique a

I'albumine humaine (Lupidi et al ., 2010) et qui reste a confirmer chez les rongeurs.
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D'autre part, Nagi et al. (2010), ont traité des souris soufrant d’hépatotoxicité
induite par I’acétaminophene avec une supplémentation par voie orale de TQ, et ont
confirmé une correction de I’effet de I’ALAT d'une maniére dose-dépendante ce qui

protege le foie.

Aussi, il a été constaté que ces maladies metaboliques induisent des
troubles du systeme antioxydant (Merzouk et al., 2004).

Le stress oxydatif a été associé a I'obésité chez les rats. En effet, I'obésité est un
facteur de risque principal pour le développement de profiles dyslipidémiques et que le
stress oxydatif pourrait jouer un réle dans divers effets néfastes de I'obésité (Diniz et
al., 2005). L'utilisation d'oxygene dans le métabolisme oxydatif a pour conséquence de
libérer les radicaux libres, ou les espéces réactives de I'oxygene (ERO) (Feuers, 1998).
L'apport calorique accru est un facteur important dans la diminution de la fluidité de la
membrane mitochondriale et I'augmentation de la production des ERO (Esposito et al.,
1999).

Par conséquent, bien que les ROS soient essentiels pour certains processus
physiologiques, lorsque cette concentration est élevée, les défenses antioxydantes de
I'organisme peuvent étre incapables de faire face. Le résultat est un stress oxydant, un
déséquilibre entre les oxydants et les systemes antioxydants a lieu.

Les mitochondries sont connues pour étre des organites vitaux pour soutenir la
régulation dépendante de I'énergie des différentes fonctions. Comme déja cité, une des
caractéristigues majeures de la mitochondrie est la production des ROS par
I'intermédiaire de I'activité de la chaine respiratoire. En effet, dans des conditions bien
déterminées, une tres petite quantité de consommation d'O, par les mitochondries
génere la production du radical superoxyde. Ce radical est ensuite dismuté par la
superoxyde dismutase mitochondriale a manganése (MnSOD) en H,0, qui est ensuite
détoxifié en eau par la glutathion peroxydase mitochondrial (GPx) qui utilise le
glutathion réduit (GSH) comme co-facteur. Ainsi, dans les conditions normales, la
plupart des ERO sont détoxifiés par les défenses antioxydantes mitochondriales, sinon

servent de messagers secondaires. Cependant, dans certaines circonstances
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physiopathologiques telle que I'obésité, le procédé de détoxification peut étre
submergé dans l'addition d'un déficit bioénergétique profond, les ROS générent une
formation d'hydroperoxydes lipidiques qui peuvent endommager les membranes
mitochondriales conduisant a la perte des différentes fonctions vitales et de I'intégrité
structurelle (Nigam D. et al., 1999; Begrich et al., 2011).

Dans notre travail, nous avons analysé quelques parameétres du status
oxydant/antioxydant plasmatique, hépatique et mitochondriaux afin de pouvoir en
déduire s’il y a installation d’un stress oxydatif li€¢ a une obésité induite par un régime
hypergras chez les rats et d'examiner I'effet antioxydant de I'huile fixe de nigelle et le
comparer a celui de I’huile d’olive.

Le contenu en malondihaldéhyde (MDA) et des protéines carbonylées
plasmatiques, hépatiques et mitochondriaux reste élevé ainsi que celui de la GSH a
dans le groupe obése (RHG) par rapport au groupe contréle (isocalorique), indiquant
que le stress oxydatif est augmenté chez les rats obéses.

Nous avons trouvé aussi que le pouvoir antioxydant total du plasma (ORAC) est
diminué chez les rats obéses. Ces données sont aussi confirmées par nos résultats sur le
taux des diénes conjugués, un autre marqueur de I’oxydation des lipides, est élevé chez
les rats obéses.

En outre, des concentrations plus faibles de vitamines reflétent 1’installation
d’un stress oxydatif dont les rats ont été exposés au cours de la période
d'expérimentation. Ces résultats confirment le fait que I'obésité est associée a
l'augmentation du stress oxydatif.

Les faibles taux plasmatiques de vitamines pourraient refléter leur taux
d'utilisation élevé, ce qui suggére que ces vitamines sont utilisées pour réduire le stress
oxydatif chez les rats obéses.

Les systemes de défenses antioxydants sont assurées par la SOD, dont la
Cu/Zn-SOD présente dans le cytoplasme, la matrice mitochondriale et dans le
milieu extracellulaire et la Mn-SOD,uniquement mitochondriale, la Glutathion
peroxydase (GPx-Se) et la catalase dont le rdle consiste a empécher I’accumulation

dans la cellule de protéines ou d’ADN oxydés et a dégrader leurs fragments
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toxiques completent la panoplie des moyens de protection. Les apports
alimentaires en antioxydants sont essentiels pour 1’équilibre de ce systeme de
défense. Parmi ces principaux antioxydants dépendant des apports alimentaires, la
vitamine E protege les membranes de l'attaque des radicaux libres et agit comme
antioxydant au niveau des radicaux hydroperoxydes. L’a-tocophérol, dans le
processus, devient oxydé en radicals tocophéroxyles. L’a-tocopherol est régéneré
principalement grace a I’action de I’acide ascorbique (vitamine C) qui est un
réducteur susceptible d’influencer la peroxydation lipidique. La vitamine C,
hydrophile, joue un role antioxydant essentiel dans le plasma. La vitamine A a un effet
antioxydant lié principalement a une réaction avec les radicaux peroxyls (Soltys et
al., 2001 ; Aasheim et al., 2008).

Aussi, une diminution en glutathion réduit plasmatique, hépatique et
mitochodrial a été noté dans nos résultats chez les rats ayant recu un régime
hyperlipidique en comparaison avec ceux ayant recu une supplémentation en HN.

Le glutathione joue un rdle important dans la conversion de déshydroascorbate,
produite pendant le recyclage des tocophérols, a I'ascorbate (Soltys et al., 2001).

Le stress oxydatif avec une déficience total en GSH et une augmentation des
peroxydes lipidiques a bien été étudié dans le modeéle de rats CMDD (régime déficient
en choline et en méthionine) avec un foie gras. Les mécanismes exacts du stress
oxydatif dans le foie gras ne sont pas connus, mais une augmentation de la production
pro-oxydant et / ou une augmentation de la quantité de substrat sensible a l'attaque par-
oxydatif peut épuiser les défenses antioxydantes et induire un stress oxydatif lipidique
(Soltys et al., 2001).

Les mécanismes possibles qui contribuent au stress oxydant associé a l'obésité
comprennent, une augmentation de la consommation d'oxygéne par la chaine
respiratoire mitochondriale, I’augmentation des dépdts de graisses et des lésions des
cellules provoquant une augmentation du taux de radicaux libres et des especes
réactives de I'oxygene (ERO) tel que le H,O, (Begriche K. et al. 2011).

Un deuxiéme mécanisme par lequel l'obésité peut causer indépendamment

I’augmentation de la peroxydation lipidique est par des dommages cellulaires
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progressifs et cumulatifs résultant de la pression de la grande masse corporelle. Les
dommages cellulaires provoquent la libération de cytokines notamment facteur de
nécrose tumorale alpha (TNFa), ce qui génere des especes réactives de I'oxygéne dans
les tissus qui, a son tour provoque la peroxydation lipidique. Un troisieme mécanisme
est possible par I'alimentation. L'obésité nutritionnelle qui est la forme traité dans notre
étude, implique la consommation de régimes hyperlipidémiants qui peuvent étre
impliquées dans le métabolisme de I'oxygéne. Les doubles liaisons dans les molecules
d'acides gras sont sensibles a I'oxydation et, par conséquent ces réactions peuvent
provoquer la peroxydation lipidique (Olusi, 2002). Lee et al., (2011) ont rapporté que
l'augmentation de la masse du tissu adipeux (TA), résultante surtout de la
consommation d'un régime hyperlipidémiant rend ce TA vulnérable au métabolisme de
I'oxygéne qui peut causer une peroxydation lipidique et par conséquence la formation
du malondihaldehyde (MDA).

L'activité de la catalase (CAT) hépatique augmente chez les rats obéses. En
revanche, 1’activité de la SOD plasmatique et mitochondriale diminue contrairement a
celle du foie. La supplémentation par HN a bien rétablie la balance du statue
oxydant/antioxydant en ce qui concerne ces enzymes.

En effet, face au stress oxydatif, les enzymes antioxydantes sont inactivées, ce
qui peut expliquer la réduction de I’activité de la SOD au niveau plasmatique et
mitochondriale chez les rats obéses. De plus, la formation des radicaux libres stimule
et active la défense antioxydante, ce qui peut expliquer I’augmentation de 1’activité de
la CAT au niveau du foie chez les rats obéses. Il est bien connu que face au stress
oxydant, la défense antioxydante réagit de deux facons différentes. Elle est soit
stimulée et son activité augmente, ou alors elle est inhibée avec réduction de son
activité lors d’une production massive de radicaux libres (Bouanane et al., 2009).

Le rdle principal de la CAT est de piéger le H,O, généré par les radicaux libres
et le convertir en H,O pour I’élimination des anions superoxydes. Nos résultats
semblent étre une adaptation de la cellule a l'augmentation de la production des

radicaux, comme une consequence de I'obesité, et qui consiste alors a I'augmentation
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de I'activité de cette enzyme antioxydante. Cela peut aussi s'expliquer par 1’épuisement
de la GSH et l'augmentation de l'activité¢ de la CAT, premicre ligne de défense
antioxydante (Sfar et al., 2013).

L’augmentation du taux de formation des radicaux libres tels que les anions
superoxyde (O2.-) ou le radical hydroxyle est I’'un des mécanismes potentiels généraux
qui pourraient contribuer a la peroxydation lipidique liés a l'obésité (Vincent et al.,
2001)

Il faut noter que nos huiles sont riches en tocophérols. Ainsi, dans une étude
entrepris par Shen et al., (2009), ils ont constaté qu’une supplémentation en vitamine E
a eu des effets modérés pour I'amélioration de I'état de stress oxydatif en augmentant
les activités de la SOD plasmatique, de la glutathion peroxydase et de la capacite

antioxydante total.

Dans notre étude, la supplémentation en HN et HO chez les rats obéses montre
un effet correctif dans le systéeme de défense antioxydant. Ces résultats montrent I'effet
potentiel détoxifiant de I’huile des graines de nigelle médié par leurs propriétés anti-
oxydantes. De nombreuses études ont rapporté que la supplémentation alimentaire en
nutriments antioxydants tels que les vitamines, les polyphénols, les phytostéroles et les
AGPI préviennent ou au moins atténuent les dommages dus aux ERO dans le cas d'un
stress oxydatif (Salem, 2005; Yu et al, 2008.).

Dans une étude récente (Ashraf SS et al., 2011), les auteurs ont constaté que
I'effet protecteur de N. sativa contre un stress oxydatif induit, peut étre di a la
molécule active, la thymoquinone, et qui est la plus puissante en termes de capacité
antioxydante. En outre, Mansour MA et al., (2002) a suggéré que la TQ peut agir
comme un agent antioxydant et prévenir la peroxydation des lipides membranaires et
des enzymes antioxydantes dans les hépatocytes et c’est ce qui peut bien soutenir nos

résultats.

La TQ est capable de diminuer le stress oxydatif hépatique induit par

I'alimentation riche en cholestérol chez les lapins. Elle a également un effet protecteur

131



Discussion

contre le développement de I'athérosclérose chez les lapins nourris de cholestérol.
réduit la concentration en TBARS, (Al-Nageep et al., 2009).

Les travaux de El-Saleh et al., (2004) et ceux de llhen et al., (2005) ont certifié
que I’administration de 1’huile de N. sativa et de la thymoquinone chez des rats
protége contre I’hyperhomocystéinémie induite par la méthionine en bloquant
I’accumulation de 1’homocystéine, 1’une des causes de 1’état du stress oxydant,
conduisant a la protection contre la peroxydation lipidique et les changements du statut
oxydatif. Par ailleurs, le traitement de rats soumis a un régime alimentaire contamine
par I’aflatoxine; avec I’huile de N. sativa, entraine une protection importante contre
I’hépatonéphrotoxicité et les altérations oxydatives (réduction des taux de la GPx, de
la SOD, augmentation de la peroxydation lipidique et des altérations de I’ADN). Cet
effet protecteur de 1’huile de N. sativa est probablement attribué a 1’effet piégeur de

radicaux libres de ses composants.

Le caractere anti-oxydant de TQ comme inhibiteur de la peroxydation lipidique
dans le foie se compare a celle de I'hydroxytoluene butylé (BHT) comme un anti-
oxydant synthétique classique. La TQ protége les hépatocytes isolés de rats en culture

contre la toxicité induite par le tert-butyle hydroperoxyde (TBHP) (Nagi et al., 1999).

Le traitement des rats avec la TQ diminue l'augmentation induite par le diabéte
du MDA tissulaire ainsi que la SOD tissulaire. La TQ améliore ainsi la plupart des
effets toxiques de la STZ, y compris les lésions de I'ADN, la vacuolisation et la
fragmentation mitochondriale, et conserve l'intégrité de la cellule béta en diminuant le
stress oxydatif. Dans une autre étude sur le stress oxydatif — dans un modele
expérimental du diabete sucré utilisant la streptozotocine (STZ), les auteurs affirment
que I’huile de N. sativa et son principe actif qu’est la TQ ont un effet atténuateur
significatif de l'oxyde nitrique (NO,), des taux de peroxyde lipidiqueet une
augmentation significative de l'activité des enzymes anti-oxydantes; la glutathion-S-
transférase (GST) et la catalase (Hamdy et Taha 2009).

Parmi les mécanismes envisageables, I’activité¢ mitochondriale pourrait étre un facteur

clé dans le lien entre obésité et stress oxydant. En effet, la mitochondrie est une source
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permanente de radicaux libres, mais cette production mitochondriale d’ERO peut étre
augmentée dans le tissu adipeux par un régime riche en graisses, que ce soit chez
I’animal ou chez I’homme. Il a récemment ét¢é montré chez la sourie que la
surexpression d’une protéine (mitoNEET) présente au niveau de la membrane
mitochondriale externe, augmente le stockage lipidique et la masse de tissu adipeux,
conduisant a une obeésité massive. En inhibant le transport du fer dans la matrice
mitochondriale, cette protéine diminue également la fB-oxydation et conduit a une
moindre production d’ERO et a une augmentation de la production d’adiponectine.
Inversement, la diminution d’expression de mitoNEET pourrait augmenter la capacité
respiratoire mitochondriale, conduisant a une plus faible prise de poids, mais
provoquerait un stress oxydant accru et une insulino-résistance (Bonnefont-Rousselot,
2013).

L’action sur I’activité mitochondriale est par conséquent un point tres sensible,
risquant d’affecter de fagcon délétére le métabolisme glucido-lipidique (Gouranton et
Landrier, 2007).

Il a été montré qu’un stress oxydatif inhibe le captage GLUT4-dépendant du
glucose par le muscle et le tissu adipeux. Récemment, I’implication des ERO en tant
que facteur causal de I’insulino-résistance a été clairement établie. Au cours de
I’obésité, I’accumulation de graisses au niveau du tissu adipeux conduit a I’induction
d’un stress oxydant systémique, chez la souris et chez ’homme. Cela se traduit par une
augmentation de la synthese des ERO, spécifiqguement au niveau adipocytaire. Cette
augmentation est corrélée a une diminution de D’expression des enzymes anti-
oxydantes (catalase, superoxyde-dismutase, glutathion-peroxydase) (Gouranton et
Landrier, 2007).

Des taux élevés de marqueurs d'oxydant chez les rats obeses pourraient résulter
de leur état de résistance a l'insuline, I'hypercholestérolémie et un métabolisme
anormal. Actuellement, des etudes ont proposé que les ERO tels que H,O, sont
produites de maniere transitoire en réponse a la stimulation par I'insuline et également
agir en tant que second messager pour la signalisation de I'insuline dans les adipocytes.

En fait, une bréve augmentation de ERO intracellulaire est importante pour la voie de
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signalisation de I'insuline, tandis que I'exposition excessive et a long terme des ERO
réduit la sensibilité a I'insuline et altére le métabolisme du glucose et des lipides. Ces
résultats suggerent que l'augmentation de la production des radicaux libres causée par
I'accumulation de graisse pourrait empécher le stockage des lipides et peuvent
provoquer simultanément une résistance a I'insuline (Furukawa et al., 2004).

L’insulinorésistance joue un réle primordial dans le processus de lipotoxicité
provoquant un dysfonctionnement endothéliale. A priori, deux raisons expliqueraient
le déséquilibre entre les facteurs oxydants et les antioxydants responsables de la
dysfonction endothéliale. 1l surviendra, a la fois, une augmentation du stress
oxydatif (formation accrue de ERO entrainant la peroxydation lipidique), a
laquelle s’ajouterait une diminution de 1’activité des enzymes et des vitamines
responsable de la neutralisation des ERO. Les espéces oxygénées réactives telles que
le peroxyde d’hydrogeéne altérent 1’activation mitochondriale et 1’insulino-sécrétion
au niveau des cellules béta pancréatiques. De plus, les produits de la peroxydation
lipidique exercent un effet inhibiteur sur la sécrétion de I’insuline et la distribution
cellulaire des récepteurs d’insuline (IRS-1) au niveau des adipocytes (Malti,
2014).
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L’obésité et les facteurs de risques associés, sont devenus une préoccupation
importante de la santé publique dans les pays développés ainsi que dans les pays en
voie de développement. De ce fait, des actions d’intervention sont nécessaires pour
permettre aux personnes en surcharge pondérale ou obéses de retrouver un poids et des
paramétres métaboliques leur permettant d’éviter les complications médicales (de
nombreuses pathologies associées: HTA, dyslipidémie, diabéte de type Il, cancers,
arthrose, infertilité, asthme, apnée du sommeil, etc...), sociales (discrimination,
isolement, absentéisme) et psychologiques (dépression, troubles alimentaires)

auxquelles ils sont exposes.

Bien que la génétique joue un role dans I’installation de 1’obésité, 1’augmentation
de sa prévalence dans la population mondiale souligne la contribution des facteurs
environnementaux. Sans nier les méfaits de la sédentarité, les apports caloriques ont
récemment été désignés comme un responsable majeur de 1’évolution pondérale des
populations modernes. Le role des macronutriments dans la régulation de la balance
énergétique reste cependant a débattre. DO a leur haute densité énergétique, leur
palatabilité et leur faible capacité d’adaptation oxydative, les lipides contribuent a une
balance énergétique positive. Néanmoins, tous les lipides n’ont pas la méme puissance
pour stimuler le développement du tissu adipeux, certains dits spécifiques ont le
pouvoir d’affecter le métabolisme cellulaire, modifiant ainsi 1’équilibre entre

I’oxydation d’autres acides gras et la lipogenése.

L'importance des acides gras alimentaires dans l'exces de la masse adipeuse
reste controversee. Au terme de cette étude expérimentale, nous avons obtenu des
résultats tres probants et encourageants chez les rats ayant recu des régimes
hyperlipidiques a base de I’huile de nigelle. En effet, les résultats de cette étude ont
démontre que I'huile des graines de Nigella sativa est bénéfique pour attenuer les
complications de I'obésité et de la prévenir en raison de ses acides gras poly-insaturés
(AGPI), éventuellement les acides gras essentielles; les acides linoléique et
linolénique et de son rapport favorable AGS/AGMI/AGPI en plus de la présence
d'autres nutriments tels que les vitamines liposolubles telles que les tocophérols, des
acides aminés essentiels, des polyphénols et terpénoides ainsi que les quinones libres
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particulierement la thymoquinone TQ qui ont montré des propriétés et potentielles

médicinales en médecine traditionnelle.

Par ailleurs, nous avons constaté que la glycémie reste dans les limites
physiologiques chez les rats recevant cette huile ainsi que 1’huile d’olive, ce qui n’est
pas le cas pour les rats ayant recu le régime hyperlipidique a base de HT; c’est une
forme de rentabilisation des paramétres biochimiques tels que le cholestérol total, les
triglycérides et les LDL. Ces résultats, indiquent 1’influence de I’aspect qualitatif et
quantitatif des acides gras contenus dans 1’huile de nigelle sur les mécanismes

cellulaires qui contrélent ces parametres, réduisant ainsi les risques athérogenes.

En plus, une supplémentation en huile fixe de graines de N. sativa a montré un
effet bénéfique par lI'amélioration de la tolérance au glucose ainsi que la fonction
hépatique et pancréatique chez les rats obéses et le métabolisme énergétique, vu qu’il y
avait une bonne amélioration de la sécrétion de I'insuline. D’autre part, nous avons
noté une nette régulation des valeurs plasmatiques des transaminases hépatiques et de

la phosphatase alcaline.

Nos résultats ont aussi mis en évidence 1’effet correctif sur I’installation d’un
stress oxydatif lié & une obésité induite par un régime hypergras. En effet, son action
c’est résumé a I’amélioration de 1’activité des enzymes antioxydants hépatiques et
mitochondriaux ainsi que 1’augmentation des taux des antioxydants non enzymatiques,

tels que les vitamines et le glutathion réduit.

Enfin, d'autres études sont encourageantes dans cette voie afin de dévoiler les
mécanismes moléculaires des actions biologiques de cette huile au niveau cellulaire,
puis montrer son importance pour un usage domestique comme source supplémentaire
d’acides gras essentiels et de nutriment a usage pharmaceutique pour prévenir ou
corriger I’installation d’une obésité et les consequences qu’elle provoque sur le corps

humain.
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Et en perspective future pour cette étude et a partir de ces résultats, il semble
intéressant de faire des études complémentaires en faisant le dosage des autres
paramétres tels que la leptine et I’adiponectine et ainsi que les autres parameétres
inflammatoires, et d’autre part étudier 1’expression génétique par les outils de la
biologie moléculaire de ces parametres pour enfin comprendre le mécanisme d’action
des différents acides gras et des micronutriments des huiles végétales pour la
prévention de I’installation de 1’obésité. Il serait aussi souhaitable de faire une étude
histologique complémentaire sur le pancréas, le foie et les différents tissus adipeux

afin d’améliorer nos connaissances sur le sujet.
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Introduction

Obesity is rapidly increasing worldwide. It has become a
leading health problem in the 21st century loading both in
developed and developing countries." * In 2009, the World
Health Organization estimates that nearly 700 million the
number of obese people by 2015, with an increase of 75% in
10 years.”* Obesity and overweight can lead to a high risk of
health complications such as cardiovascular disease, insulin
resistance and type II diabetes mellitus, hyperlipemia,
hypertension and cancers .’

Once of their many factors that involved obesity,
consumption of energy-dense foods; rich in fat and/or
carbohydrates, is considered a major contributing cause to
this disease. Furthermore, an increased body weight is
observed in the imbalance between the energy intake and the
expenditure."®” A high fat diet intake can contribute to the
development of obesity and dyslipidemia in humans and
rodents by altering cholesterol and triglyceride levels in
plasma and tissues.® Several studies have reported that diet
composition in type and amount of fat favors reduced
hyperlipidemia’ and mainly diet rich in saturated fatty acids
favor an acute increase in insulin resistance and adiposity.'
Some studies also show how the effect of n-3
polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs), conjugated fatty
acids, phytosterols, medium-chain triglycerides and Phospho
lipids as important modulators, can affect obesity.'' "

Numerous studies have found elevated biomarkers of
oxidative stress in overweight and obesity. Oxidative stress
can lead to damage of biomolecules such as lipids, proteins,
and DNA." Oxidative stress may be the mechanism
underlying the development of inflammation and diseases
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associated with obesity such as insulin resistance, diabetes,
hypertension, and metabolic syndrome. Different factors can
contribute to oxidative stress in obesity, e.g., hyperglycemia,
increased muscle activity because of the need to carry
excessive weight, increased tissue lipid levels, inadequate
antioxidant defenses, chronic inflammation and endothelial
reactive oxygen species (ROS) production.'

There are several treatments developed to remedy this
deadly disease and its complications, including hypo caloric
diets, exercise, medication and also surgery.” Among these
treatments, dieting, exercise and behavior modification are
essential to the management of obesity; even though often,
long-term results are disappointing. Various anti-obesity
drugs, including rimonabant, Sibutramine, fenfluramine,
phentermine, phendimetrazine, and diethylpropion have
been withdrawn from the market owing to an unacceptable
side effects that include headaches, vomiting, and heart
attacks and psychiatric problems such as anxiety and
depression. The history of anti-obesity drugs development is
far from glorious and only a handful of agents are currently
licensed for clinical use. Orlistat is the only weight loss
agent approved for long-term clinical use in Europe.'®"®

Many researchers in the field of food science have focused
on the search for functional food ingredients and/or herbal
extracts that can prevent the accumulation of body fat so
achieving body weight loss," improving the oxidative
metabolism by alleviating glycemia and lipidemia and
decreasing obesity-related oxidative stress by increasing
tissue antioxidant levels."

Vegetable oils are a good example that depicts the actions
of dietary fat on obesity and their alterations. Among the
various oil seeds, black cumin (Nigella sativa L.), an annual
Ranunculaceae herbaceous plant, is of particular interest
because it may be used for medicinal purposes as a natural
remedy for a number of illnesses. The effects of black cumin
seeds have been evaluated in clinical and animal studies.
These seeds have been used as diuretic, antiulcerogenic,
liver  tonic, immunomodulative, anti-inflammatory,
antitumor and antidiabetic.”>** Additionally, these seeds
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have been subjected to a range of pharmacological
investigations in recent years.”>** Besides the diversity of
fatty acids that contained in this seed oil, thymoquinone
(TQ) is known as a pharmacologically active compound that
is shown to have a protective effect mainly against hepato-
toxicity induced by either chemicals or diseases.”

The investigations of protective effect of N. sativa fixed
oil seeds on lipid metabolism and their corrective effect of
the alterations that follow obesity in animal models are
limited.*® Consequently, in order to explore the effect of
vegetable oils for preventing and eventually treating obesity,
the aim of this study was carried out to examine the possible
beneficial effect of V. sativa seeds fixed oil on body weight,
lipid metabolism, pancreatic and hepatic activity and
investigate their effect on the antioxidant status by
quantifying the plasmatic concentrations of antioxidant
vitamins (A,C and E), malondialdehyde (MDA) levels,
protein carbonyls as a markers of an oxidative stress in
addition of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD)
activities, and this was carried out in growing obese male
rats fed with high fat diet (HFD) and in non-obese rats were
measured.

Materials and methods

Vegetable oils

Nigella sativa L. (Ranunculaceae) seeds oil was extracted
using the following method: Seeds obtained from Tlemcen-
Algeria were grounded using a crusher (Retsch RM 100).
The lipid fraction was extracted using petroleum ether (40—
60 °C) in a Soxhlet apparatus for 2 hours (Natural Products
Laboratory, Tlemcen, Algeria). The solvent was then
evaporated and the lipid fraction residues weighed. The
yield oil content on seeds was found to be 35 + 1.8 %.

After preparation, seed oil extract was refrigerated and
covred with aluminium foil, to protect from light to assure
its stability.

Olive and Sunflower oils are commercial local products
(Olive oil is obtained by cold extraction and sunflower oil
purchased from Cevital®). All chemicals used were
commercially provided with a high purity level.

Thymoquinone quantification on N. sativa seeds oil

TQ quantification was carried out by High Performance
Liqzuid Chromatography (HPLC) as described by Al-saleh et
al,”” with some modifications, for this; oil sample (a
triplicate) was dissolved in methanol (for HPLC analysis
from Sigma-Aldrich) vortexed for 1 min and centrifuged 10
min at 3000 rpm. 20 pL of supernatant was injected on
reverse-phase Waters column (150x4.6mmx3.5um particle
size), using an isocratic mobile phase of water: methanol: 2-
propanol (50:45:5% v/v) at a flow rate of 1 mL min™.
Analyses were made at room temperature.

UV monitoring was carried out at 275 nm. Calibration

curve was constructed by TQ standard at the same
conditions.

Eur. Chem. Bull., 2014, 3(9), 888-896
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Evaluation of biological activity

Animals

The experimental protocol was approved by the Animal
Care and Use Committee of Tlemcen University. Fifty male
Wistar rats obtained from the Pasteur Institute (Algiers,
Algeria) weighing 86.7 = 1.3 g were considered at the
beginning of the experiment. One-month-old male Wistar
rats were housed in clear plastic cages with natural beddings
and subjected to 12 hours light-dark cycles. Food and water
were available ad libitum. Food was replaced daily and the
uneaten portions weighed. The temperature was maintained
at 24 °C and humidity kept constant at 60 %.

Experimental diets

The rats were divided randomly into six diet (D1-D6)
groups. Each group was fed one of six diets (Table 1) for
eight weeks:

D 1: Control diet, rats received 4 % Sunflower oil (n=10);

D 2: Obese group received high fat diet (HFD) with 32 %
Sunflower oil (n=10);

D 3: received 4 % black cumin seeds oil (n=7);

D 4: were fed 28 % Sunflower oil and 4 % black cumin
seeds oil (n=8);

D 5: were fed 4 % Olive oil (n=7);

D 6: were fed 28 % of Sunflower oil and 4 % Olive oil
(n=3).

Oral glucose tolerance test (OGTT)

After the two weeks period of experimentation diets and
following overnight fasting, the rats were being subjected to
an oral glucose tolerance test (OGTT) by intragastric
feeding with a glucose solution (2 g/kg body weight). OGTT
was carried out during two (02) hours. Blood samples were
collected from the tail vein at 0, 30, 60, 90 and 120 min after
glucose administration. Because it’s stressful, only two
blood samples were done from the retro-orbital sinus, and
this was to determine initial (0 min) and final (120 min)
insulin blood concentration.

Blood glucose was determined using a glucometer (Accu-
Check Active, Roche, Germany). Plasma insulin
concentration was measured by radio-immunoassay using
Rat Ultrasensitive Insulin ELISA (ALPCO Diagnostics,
NH). The homeostasis model assessment score of insulin
resistance (HOMA-IR) was calculated from the fasting
glucose and insulin concentration using the standard formula
as described by Matthews et al.® Insulin sensitivity was
determined using the quantitative oral glucose and insulin
sensitivity index OGIS and calculated from a spreadsheet
that can be  downloaded wusing this  link:
http://webmet.pd.cnr.it/ogis/download.php, which was based
on glucose oral dose and insulin levels .>°
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Table 1. Ingredient composition of experimental diet groups (D1-D6).

Constituent, wt. % D1 D2 D3 D4 D5 D6

Starch 60.3 323 60.3 323 60.3 323

Oil 4.0 32.0 4.0 32.0 4.0 32.0

Dietary fatty acids®

¥SFA® 0.89+/-0.01 7.10+/-0.02° 0.76+/-0.01 6.98+/-0.05° 0.73+/-0.01 6.95+/-0.02
YMUFA° 2.40+/-0.05 19.21+/-0.08 * 0.83+/-0.01 17.64+/-0.10° 2.59+/-0.08 19.40+/-0.12
SPUFA¢ 0.63+/-0.01 5.05+/-0.02*% 2.22+/-0.09 6.64+/-0.07° 0.71+/-0.01 5.13+/-0.02
P/S° 0.71+/-0.01 0.71+/-0.01% 2.92+/-0.09 0.95+/-0.01° 0.85+/-0.02 0.73+/-0.01
Energy values (kcal) 371.9 517.5 371.9 517.5 371.9 517.5

In addition, the common ingredients in all diet groups were: 16 % casein, 0.3 % rnethlomne 5 % saccharose, 5 % cellulose 7 37 %
mineral mix* and 2 % vitamin.mix*. *Mineral mix composition (g/100 g of dry diet): Ca** 41 K*, 2.4; Na+, 1.6; Mg*", 0.4 Fe**, 0.12;
trace elements: manganese, 0.032; copper, 0.05; zinc, 0.018. Vitamin mix composition (mg Kg of dry dlet) ret1n01 1.8; chol1calc1ferol,
0.019; thiamine, 6: riboflavin, 4.5: pantothenic acid, 21; inositol, 5; ascorbic acid, 240; L-tocopherol, 51; nicotinic acid, 30; folic acid, 1.5;
biotin, 0.09. Refer to text for diet groups. a: calculated from CG data, b: total saturated fatty acids, c. total monounsaturated fatty acids, d:

total polyunsaturated fatty acids, e: polyunsaturated and Saturated fatty acids ratio. a: p<0.05 obese group versus controls. b: p<0.05
nigelle oil treated group versus obese and olive oil’s treated group. c: p<0.05 olive o0il’s treated group versus obeses.
Table 2. Effect of the different diets on plasma fatty acids composition
Plasma fatty acids, D1 (n=10) D2 (n=10) D3 (n=7) D4 (n=8) D5 (n=7) D6 (n=8)
wt. %
C14:0 nd”® nd 0.11+/-0.03 0.17+/-0.03° nd nd
C16:0 26.27+/-0.01 24.22+/-0.03 25.66+/-0.04 14.34+/-0.04°  21.29+/-0.13 15.62+/-0.03
C18:0 19.22+/-0.01 16.68+/-0.01 10.44+/-0.03 16.52+/-0.06 9.70+/-0.09 14.16+/-0.01
C18:1 29.44+/-0.04 35.55+/-0.11° 35.10+/-0.18 32.07+/-0.04°  24.08+/-0.21 25.324/-0.01
C18:2 11.27+/-0.05 21.7+/-0.03 * 20.85+/-0.05 29.61+/-0.1° 27.37+/-0.06 35.16+/-0.01
C18:3 0.67+/-0.02 Nd 0.09+/-0.01 nd nd
C20:0 nd Nd 0.05+/-0.00 0.88+/-0.01° nd nd
C20:1 0.58+/-0.02 Nd nd nd nd nd
C22:0 nd Nd nd nd 1.4+/-0.05 nd
C20:4 6.36+/-0.03 10.59+/-0.02*  7.08+/-0.03 12.09+/-0.01° 10.2+/-0.08 8.80+/-0.02
%SFAP 45.49+/-0.01 40.9+/-0.02*° 36.26+/-0.02 31.914/-0.12°  3239+/-0.013  29.78+/-0.12
EIMUFA" 30.02+/-0.03 35.55+/-0.05*  35.1+/-0.04 32.07+/-0.08°  24.08+/-0.35 25.32+/-0.12
IPUFA® 18.63+/-0.03 23.29+/-0.09"  28.02+/-0.04 41.7+/-0.10° 37.57+/-0.08 43.96+/-0.22

o not detected, S Total saturated fatty acids, y Total monounsaturated fatty acids, & Total polyunsaturated fatty acids. a: p<0.05 obese
group versus controls. b: p<0.05 nigelle oil treated group versus obese and olive oil’s treated group. c: p<0.05 olive oil’s treated group

versus obeses.

Body weight, liver, adipose tissues weight and blood
parameters

Food intake and body weight were measured on a daily
basis. At the end of the eighth (8™) week, the control and
treated groups were sacrificed, after anesthetization with
intra-peritoneal injection of chloral hydrate 10 % (3 mL Kg’
"). These animals were treated, manipulated and killed
according to the regulations of the Animal Care Laboratory
of Tlemcen University-Algeria.

Blood was immediately collected from the abdominal
aorta in heparined tubes and the plasma obtained after
centrifugation was wused for the determination of
biochemical markers including alanine aminotransferase EC
2.6.1.2 (ALT), aspartate aminotransferase EC 2.6.1.1 (AST),
lactate deshydrogenase EC 1.1.1.27 (LDH), alkaline
phosphatase EC 3.1.3.1 (ALP) using enzymatic Kkits
(Spinreact, Girona, Spain).

Albumin, globulin, total protein, blood urea, creatinine,
blood glucose (BG), triglycerides (TG) and total cholesterol
(TC) using enzymatic kits (Biomérieux, Lyon, France).

Eur. Chem. Bull., 2014, 3(9), 888-896

HDL-cholesterol (HDL-C) was measured using also
enzymatic method after pre01p1tat1ng HDL by sodium
phosphotungstate-magnesium.>’ VLDL-cholesterol (VLDL-
C) was calculated by dividing triglyceride concentration by

five.*> LDL-cholesterol (LDL-C) concentration was
calculated using the Friedewald—Levy—Fredrickson
formula.”

Liver and visceral adipose tissues (abdominal’s, kidney’s
and testis fats) were excised and weighted.

Measurement of total plasma fatty acids

The fatty acid profile of plasma was determined by gas
chromatography (CG). Fatty acids were trans-esterified into
methyl esters (FAMEs) following the Bligh and Dyer
procedure using 14% boron trifluoride in methanol with
some modifications.** FAMEs were identified by CG Varian
CP-3380 wusing a capillary column (Alltech EC-Wax)
(30mx0.53mmx1.2 pm film thickness) and equipped with a
flame ionization detector (FID). Helium was used as the
carrier gas. The oven temperature was kept constant at
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250°C and the injected volume was 1pL. The temperature
was kept at 180°C for two minutes and then increased to
220°C with 6°C/min heating rate. After this period, the
temperature was kept at 220°C for 10 min. FAMEs were
identified using FAMEs authentic standard (Grace AOCS
Mix 3A) injected in the same conditions as the plasma
FAME:s (a triplicate).

Oil FAMEs composition was also analyzed as described
above. The results are shown in Table 2.

Determination of anti-oxidant status
Determination of plasma levels of vitamins A, C and E

Plasma a-tocopherol (vitamin E) and retinol (vitamin A)
were determined by reverse phase HPLC and detected by an
UV detector at 292 nm for vitamin E and 325 nm for
vitamin A.* Vitamin C levels were determined in plasma
using the method described by of Roe and Kuether.*

Measurement of malondialdehyde (MDA):

Analysis of lipid peroxidation was estimated by measuring
thio-barbituric acid reactive substances (TBARS) and was
expressed in terms of malondialdehyde content, according to
the method of Ohkawa et al.,.*” Briefly, an aliquot of 200ul
of plasma was mixed thoroughly with aqueous solution of
thiobarbituric acid and heated at 95°C for 30 min in a water
bath. The suspension was then cooled to room temperature,
centrifuged at 4000 rpm for 10 min, and the pink colored
supernatant was taken for spectrophotometry measurement
at 532 nm for MDA assay.

MDA concentration was calculated by the extinction
coefficient of MDA-TBA complex EM532,,m,lcm = 1.56x10°
M 'em™.

Measurement of protein carbonyls

Plasma carbonyl proteins (marker of protein oxidation)
were assayed by the 2, 4-dinitrophenylhydrazine (DNPH)
reaction.*® Briefly, proteins were precipitated by the addition
of 20% trichloroacetic acid and redissolved in DNPH and
the absorbance was read at 370 nm.

Determination of antioxidant enzymes activities:

Analysis of catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) activity was
performed using the method of Aebi’® where the enzyme-
catalyzed decomposition of H,0, is measured. The rate of
H,0, decomposition was measured at 240 nm. The activity
was calculated utilizing the extinction coefficient of H,0,,
E” toum1em= 0.0394 mMem™. Superoxide dismutase (SOD)
(EC 1.15.1.1) activity was determinate according to the
method described by Sun et al** The principal of the
method is based on the inhibition of nitroblue tetrazoium
(NBT) by the xanthine oxidase system as a superoxide
generator. SOD activity (1U) was defined as of the enzyme
amount causing 50% inhibition in the NBT reduction rate.
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Statistical analysis

The results were expressed as the mean value + standard
deviation. The comparison between the mean values of each
two groups was established by Student’s test "t".
Significance was set at p < 0.05. The significance of
differences between all the parameters was assessed by the
one way ANOVA analysis and Tukey’s post hoc test was
used for the comparisons; p-values < 0.05 were considered
statistically significant. Multiple regression analysis was
used to estimate the relationship between FBW (final body
weight), glycemia, insulinemia, food intake, AGPI intake,
HDL-C, TG, HOMA score and OGIS index; while all
confidence limits represent 95% intervals. A Pearson
correlation was also made to compare all the parameters.

Results

Body weight, lipid intake and energy supply

From the first week of the experimentation (Fig. 1), body
weight of rats fed by an HFD (Diet 2) started to increase
significantly compared to those fed an isocaloric diet (Diet 1,
3 and 5) which suggests in at first sight the installation of
obesity. Also, the weight of rats fed an HFD with 4% Nigel
oil or Olive oil (Diet 4 and 6 respectively) decreased
significantly from the third week compared to group 2. On
the other hand, liver and abdominal adipose tissue weights
(Table 3) show a significant increase in obese versus control
rats which are positively correlated to FBW. Only for liver
weight, a significant decrease in Diet 4 and 6 (p<0.05)
compared with obese group was noted. No differences were
observed between the other adipose tissues (see Table 1).

The data showed that all rats received an HFD (Diets 2, 4
and 6) presented an increase in lipid intake compared to
isocaloric fed rats (Diets 1, 3 and 5). Consequently, the total
energy supply (TES) was significantly higher on the HFD
fed rats.

Body Weight (g)

Time, Week

Fig 1. Changes in body weight per week of rats of different diet
groups: control (D1), obese (D2), nigella (D4) and olive oil (D6)
treated groups. (D3) and (DS5) are not represented because of their
superposition on the control curve (D1). Refer to Table 2 for diet
groups. *(p < 0.05): Significant difference between control and
obese group. **(p < 0.01): Significant difference between obese
and treated groups.
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Table 3. Effect of the different diets on initial and final body weight, food intake and organs weights.

Section C-Research Paper

D1 (n=10) D2 (n=10) D3 (n=7) D4 (n=8) D5 (n=7) D6 (n=8)
Initial BW, g 86.20+/-5.98  89.5+/-5.80 87.5+/-1.98 82.4+/-2.07 87.7+/-5.45 87.2+/-3.94
Final BW, g 202.0+/-7.05  310.5+/-4.13*  228.0+/-22.63  225.7+/-626°  237.0+/-2.54  237.24/-9.64°
Food intake, 11.90+/-0.66  12.8+/-066 13.1+/-0.86 13.4+/-0.99 11.2+/-0.22 9.80+/-1.27°
gd’ 100 g BW'
Lipid intake, 0.48+/-0.03 5.10+/-0.27*  0.53+/-0.03 5.30+/-0.39 0.45+/-0.01 3.90+/-0.51°
gd' 100 g BW'
TES, 43.34+/-1.82  63.48+/-7.16°  47.52+/-1.66  57.78+/-10.32  40.56+/-1.67  49.85+/-10.40°
keal d' 100g BW !
Liver weight, rel. % 3.37+/-0.12 3.82+/-0.20*  3.6+/-0.08 2.96+/-0.32°  3.31+/-0.10 3.26+/-0.11
Abdominal fat, rel. % 0.91+/-0.02 1.54+/-0.09°  1.20+/-0.06 1.35+/-0.02°  1.28+/-0.01 1.114/-0.05°¢
Peri-testis fat, rel. % 1.46+/-0.10 1.48+/-0.02%  1.40+/-0.03 1.34+/-0.09°  1.48+/-0.15 1.46+/-0.13
Peri-renal fat, rel. % 0.24+/-0.10 0.31+/-0.02*  0.27+/-0.05 0.24+/-0.03°  0.224/-0.07 0.20+/-0.02°

BW: Body weight, TES: Total energy supply; d: day; W: watt; rel: relative weights; a: p<0.05 obese group versus controls; b: p<0.05
nigelle oil treated group versus obese and olive oil’s treated group; c: p<0.05 olive oil’s treated group versus obeses rats.

Table 4. Effect of the different diets on the biochemical parameters.

D1 (n=10) D2 (n=10) D3 (n=7) D4 (n=8) D5 (n=7) D6 (n=8)
Glycemia, mmol L™ 4.30+/-0.01 8.10+/-0.03" 4.70+/-0.07 4.20+/-0.04° 4.60+/-0.05 4.50+/-0.04 ¢
Total cholesterol, g L™ 0.45+/-0.02 0.73+/-0.25*% 0.57+/-0.07 0.53+/-0.08"° 0.49+/-0.02 0.53+/-0.03 ¢
Triglycerids, g L™ 0.40+/-0.03 0.47+/-0.01*  0.73+/-0.16 0.29+/-0.06°  0.33+/-0.06 0.37+/-0.01°
HDL-C, gL 0.34+/-0.03 0.28+/-0.01* 0.34+/-0.02 0.34+/-0.05° 0.37+/-0.05 0.36+/-0.02°¢
LDL-C, gL 0.03+/-0.01 0.36+/-0.07* 0.08+/-0.05 0.13+/-0.07° 0.05+/-.01 0.10+/-0.03 ¢
VLDL-C, gL' 0.08+/-0.00 0.09+/-0.01 0.15+/-0.03 0.06+/-0.01 0.07+/-0.01 0.07+/-0.00
Total proteins, g dL™! 5.66+/-1.15 5.62+/-1.73 5.60+/-0.02 6.70+/-0.87 5.25+/-3.20 5.26+/-0.58
Albumin, g dL”! 2.65+/-0.21 2.70+/-0.08 2.80+/-0.16 3.60+/-0.12 2.95+/-1.08 2.75+/-0.05
Globulin, g dL™! 2.98+/-0.23 2.88+/-0.09 2.74+/-0.06 3.06+/-0.19° 2.28+/-0.09 2.514/-0.19
A/G ratio 0.88+/-0.12 1.43+/-0.13* 1.02+/-0.11 1.17+/-0.21° 1.29+/-0.12 1.09+/-0.15°¢
TGO, UI L™ 112.7+/-1.87 94.1+/-5.50* 77.5+/-2.37 115.0+/-1.68"° 106.2+/-7.10 87.5+/-3.15
TGP, UI L™ 42.03+/-30.11 52.2+/-11.30"  38.8+/-6.55 45.5+/-6.54° 44.8+/-1.34 60.2+/-6.70
TGO/TGP ratio 2.34+/-0.20 3.20+/-0.7% 2.50+/-0.60 2.08+/-0.14° 2.30+/-0.22 2.30+/-0.19
LDH, UIL" 3421.4+/- 3093.9+/- 3320.2+/- 3181.5+/- 3171.32+4/- 3223.8+/-

132.34 320.39* 264.13 710.43° 530.04 567.65
ALP, UIL"! 412.5+/-23.33  305.2+/-11.67  396.2+/-0.18 448.8+/-14.0°  405.7+/-19.45  367.9+/-53.7°¢
Creatinine, mg L' 9.10+/-0.43 6.80+/-0.035*  6.70+/-0.18 7.05+/-1.06 7.10+/-0.24 7.40+/-0.10
Urea, g L' 0.66+/-0.02 0.50+/-0.01* .38+/-0.01 0.40+/-0.01 0.34+/-0.01 0.41+/-0.01

a: p<0.05 obese group versus controls: b: p<0.05 nigelle oil treated group versus obese and olive oil’s treated group; c¢: p<0.05 olive oil’s
treated group versus obeses rats. Data represents means+/-SD.

Table 5. Effect of Nigella sativa and olive oils oxidative stress biomarkers.

D1 (n=10) D2 (n=10) D3 (n=7) D4 (n=8) D5 (n=7) D6 (n=8)
Vitamin C, pg mL™! 15.40+/-2.3 11.08+/-1.9% 16.16+/-12b 1627 +-1.8° 15.80+/-1.06° 16.12+/-1.07
Vitamin E, umol mL! 7.65+/-0.6 6.87+/-0.7 % 822 +/-0.65% 8.58+/-0.8° 7.98 +/-0.54 8.08 +/-0.63 ¢
Vitamin A, umol mL! 16.09+/-3.12 10.03 +/-2.18* l}4.08 +/-2.04 14.55 +/-2.09 14.15+/-2.02° 14.20 +/-1.78
b ®

MDA, nmol mL™* 2.14 +/-2.3 4.47+/-4.0° 2.13+/-5.0 2.40+/-4.1b 2.24+/-2.8 ¢ 2.50+/-2.4 ¢
Protein carbonyls, 1.94 +/-0.3 2.63+/-0.5% 1.24 +/-0.1° 1.42+/-0.1° 1.344/-0.2°¢ 1.07 +/-0.6 ©
mmol mL™*

SOD, U mL™* 10.02 +/-1.91 11.89+/-1.85%  09.74+/-2.21° 10.11+/-0.96° 08.60+/-0.85° 09.25+/-0.99 €
Cat activity, U mL! 18,43+/-2.6 21,93 +/-42% 20,27+/-10.8° 19,83 +/-10.9° 20,93+/-13.9° 20,61+/-11.2 ¢

Data represents means+/-SD. a: p<0.05 obese group versus controls: b: p<0.05 nigelle oil treated group versus obese and olive oil’s treated
group; c: p<0.05 olive oil’s treated group versus obeses rats. Refer to Table 1 for diet groups.
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Final body weight an Biochemical parameters

Concerning the investigated biochemical parameters
presented in Table 4, the HFD group (D 2) points out a
significant increase in alanin aminotransferase (ALT) and
aspartate aminotransferase (AST) compared to the control
group (D 1). In opposite, ALT and AST concentrations
decreased (p<0.05) significantly when comparing the HFD
group with obese treated groups (Diets 4 and 6). A statistical
difference is also observed between the two treated groups
D 4 and D 6 which present a difference in their fatty acid
composition (see Table 1). Also ALP levels increased
significantly after dietary treatment with NS and olive oil. In
contrast, no statistical difference was noted in LDH levels.

Total proteins, albumin and globulin levels decreased
significantly in the HFD group compared to the control
group. In opposite, after 08 weeks of daily treatment with
NS oil, these parameters raised up, although the A/G ratio
decreased in the same treated group when compared with
obese rats reflecting the production of albumin by the
hepatic cells which are the site of albumin synthesis and that
the liver gets back their functional status. Also, there was a
significant decrease in urea and creatinine levels in the
obese rats (D 2) group vs. the control group (D1) an there
was no statistical difference observed between the other
groups.

BG, insulin, TG and TC were significantly higher in the
HFD group compared to the control group, but decreased
significantly (p < 0.05) for rats that received NS and olive
oils compared to the HFD group. The HDL-C
concentrations tended to increase in the treated groups (D4
and D6) while LDL-C was decreased significantly.

Blood glucose, plasma insulin and insulin resistance

The results of OGTT are shown in Figure 2. HOMA and
OGIS results are summarized in Figure 3. For the duration
of 120 min of the test, the animals were manipulated
carefully to avoid stress. During the OGTT (Figure 2), the
blood glucose levels in the control (D1) and treated group
rats (D4 and D6) remained higher and reached the fasting
levels at 2 hours and no significant difference was noted
between these two groups. In contrast, in a HFD group (D2)
glucose levels were significantly higher than in Diet 4
(»<0.01) even at 2 hours of test. HOMA-IR score is
correlated to insulin sensibility OGIS has found to give a
very similar results compare to hyper-insulinemic-
euglycemic clamp.

Based on a multiple regression model, we can predict at
80.1% of the final weight from the amount of lipid intake,
the insulin and glucose levels taken during an oral glucose
tolerance test.

Oxidative stress biomarkers
Results of vitamins (A, C and E), MDA and protein

carbonyls contents, CAT and SOD activities are shown in
Table 5.
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Fig 2. Evolution of blood glucose during OGTT. Results are
expressed as means+/-SD. **(p<0.05) **%(p<0.01):
significant difference between obese and control and treated
obese groups.
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Fig 3. HOMA-IR score and OGIS values. ¢ : Significant difference
between between obese group and control (p<0.05); e* (p<0.01):
*:Sienificant difference between obese and treated groups (Nigella
or olive oil) (p<0.05); ** (p<0.01).

HOMA-IR

We have noted a significant reduction on vitamins
concentrations in obese rats compared to control group and
treated groups with NS fixed oil and olive oil. A significant
increase was observed in the levels of plasma MDA and
protein oxidation in HFD group (D2) compared to control
group (D1) and supplemented groups with nigelle and olive
oils (D4 and D6). The SOD and CAT activities were
significantly higher (p<0.05) in rats feeding with HFD. The
treatment with NS oil induced a significant correction in
SOD and CAT activities in both control (D3) and obese
treated rats (D4).

Discussion

The aim of this study was to verify whether the
supplementation with vegetable oils (Nigella sativa and
olive oils) if it can prevent obesity. In fact, HFD induced
obesity in growing rats during the 08 weeks of
experimentation 32.02 % of weight gain was noted in the
HFD group compared with the control group. It has been
reported that HFD consumption may predispose individuals
to obesity, and it can be explained that a high fat intake can
contribute to excess of energy and consequently promote or
support obesity.*! It can also be explained that excessive
weight gain may result from high energy intake resulting
from the high caloric density of fat-enriched food or a
failure in the ability to oxidize fat in obese rats.* These
results can also be explained by the fact that high fat diets

893



Metabolic and antioxidant effect of Nigella Sativa oil on prevention of obesity in rats

are rich in SFAs which are considered as enhancing
compounds in the development of adipose tissues.” On the
other hand, it was shown the beneficial effects of PUFAs,
due to the presence of double bonds ending up with low
energy following their oxidation.** The oxidation rate of
oleic acid is faster than that of linoleic acid and the increase
in PUFAs induces a decrease in adipose tissue mass and
prevents obesity development compared with MUFAs and
SFAs.*

Moreover, the results obtained showed a significant body
weight decrease which can also be explained by the high P/S
ratio that is equal to 2.92, 0.85 and 0.71 in N. sativa oil,
olive oil and sunflower oil, respectively. Actually, a high
P/S ratio constitutes an important determinant for 4Is)reventing
HFD induced obesity. Liao and collaborators™ reported
similar results to ours in hamsters fed a low P/S ratio diet,
which increased body weight gain and supported fat
accumulation, whereas a high P/S ratio diet appeared to be
beneficial in preventing white adipose tissue accumulation
by increasing hepatic lipolytic enzyme activities involved in
[S-oxidation.

In fact, our results showed a significant decrease in the
development of hyperglycemia and hyperlipidemia (total
serum cholesterol and triglyceride levels) in groups treated
with N. sativa and olive oils compared to the HFD group.
The correction of lipid profile and glycemia comes to
confirm that N. sativa fixed oil possesses favorable
metabolic effects. Therefore in the study led by Houcher ez
al.,* the authors mentioned that an oil seed extract of N.
sativa cause an important decrease in glycemia. This
hypoglycemiant effect can be explained by either inhibition
of intestinal absorption, the stimulation of insulin secretion
or sensibility of tissues to insulin action which is confirmed
by the HOMA-IR score and OGIS index, or by the
inhibition of gluconeogenesis enzymes which must be
verified. At the same time, the presence of thymoquinone on
N. sativa as detected by the HPLC at the concentration of
6.01 + 0.54 mg g of oil can be another explanation to the
corrective effect on the glycemia level; this is which Fararh
et al,¥ proved in their study. We find out that the
proportion S/M/P of NS seed oil is about 1:1.1:2.6 close
enough to the proportion cited in a recent study where the
authors™ mentioned that the proportion of different fatty
acids in diets played an important role in metabolism and
specifically, the proportion of S/M/P at 1:1:2 improved

glucose and lipids metabolism, and increase insulin
sensitivity.
Grundy" imputed the increased cholesterol and

triglyceride levels to high intakes of SFAs when compared
with UFAs, which can be explained by the fact that the
effect of SFAs on the intestinal absorption of dietary
cholesterol is greater than UFAs action.” Similar results
were obtained by El-Dakhakhny et al.,’® who found that N.
sativa oil administrated to rats decreased significantly the
serum levels of total cholesterol, TG, LDL-C and increased
HDL-C. Also, Zaoui ef al.,’! indicated that oral treatment
with N. sativa oil, reduced serum cholesterol and TG and
glycemia levels compared with normal rats. Moreover,
Meddah et al,”* showed that chronic N. sativa treatment
improved glucose tolerance as efficiently as metformin and
reduced body weight without any toxic effect.
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Many studies correlate the level of serum triglycerides
have been associated with insulin resistance.”** In a recent
study, Yang et al.,>* showed that the proportion of different
fatty acids in diets plays an important role in improving lipid
and glucose metabolism and increasing insulin sensitivity.
In fact, one of the destinies of PUFAs in cells is
incorporated into membrane phospholipids. When in
membranes, PUFAs contribute to their fluidity that is an
important factor in the correct hormone-receptor binding. In
fact, increasing in membrane fluidity might result in an
enhanced number of insulin receptors that can explain by the
opposite the insulin resistance, which might be associated
with a rigid membrane, which limits the number of insulin
receptors and decreased affinity of insulin to its receptors .>

On the other hand, the difference noted between the two
fat supplemented diets (diets 4 and 6) can be explained by
the difference in fatty acid composition of both oils. N.
sativa oil is rich in ©w6-PUFAs, which are present in low
amount in olive oil. ®6-FAs have shown a cholesterol-
lowering effect. They reduce insulin-resistance as well as
the risk of type 2 diabetes. The main FA in olive oil is the
monounsaturated oleic acid, which has a controversial
action.”® A recent study made on Spanish adult’s shows that
the risk of obesity increased with olive oil consumption
when not controlled for total energy intake. The authors
explain this result by the failure of energy compensation for
olive oil consumption but at the isocaloric level, olive oil
consumption did not affect obesity risk in plausible energy
intake reporters.”’

The effect of N. sativa on albumin synthesis was long
recognized to be used as a liver disease cure. Several studies
reported that treatment with N. sativa seeds increased the
total proteins and especially the serum albumin levels in
rats.”®*> Also, in a recent study similar results were found by
Tousson et al.,”® where N. sativa supplemented diet
increased plasma total protein, albumin, ALT and AST
levels in rabbits and decreased total lipid serum
concentrations. The change in albumin level reflects the
change in the liver function and the presence of fatty acids
may have an effect on the muscle protein synthesis through
a prostaglandin-dependent mechanism. It is also possible as
a hypothesis that the high albumin level in NS treated group
may be due to an induction of their synthesis by the detected
TQ and it is important to note a proof that TQ have a
specific binding site on human albumin,®® which remains to
be confirmed in rodents. Moreover, Nagi et al.,® treated
with an oral supplementation of TQ in acetaminophen-
induced hepato-toxicity in mice and confirmed a corrected
effect of ALT in a dose-dependent manner which is
therefore protecting the liver.

In a recent study, the authors find for the first time that n-3
PUFA causes alterations in several novel functional proteins
involved in regulating lipid, carbohydrate and protein
metabolisms, and suggesting integrated regulation of
metabolic pathways. These novel proteins are potential
targets to develop therapeutic strategies against metabolic
disorders such as obesity.*

Furthermore, in order to investigate the anti-oxidant effect
of NS fixed oil, we analyzed plasmatic MDA and protein
carbonyl contents, plasmatic vitamins levels and CAT and
SOD activities in HFD rats and supplemented rats by this oil
compared to olive oil supplementation. Lower vitamins
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concentrations and a higher plasmatic MDA and protein
carbonyls contents were found in obese rats compared with
the control group, that reflect the amount of oxidative stress
that rats have been exposed to during the time of
experimentation. These results confirm the fact that obesity
is associated with the oxidant stress increase. Possible
mechanisms contributing to the obesity-associated oxidant
stress include increased oxygen consumption via
mitochondrial respiratory chain, increased fat deposition and
cell injury causing increased rates of radicals and reactive
oxygen species (ROS) formation such as H,0,.** Lee H.I. et
al.,** reported that increased fat deposition results mainly
from consumption of a hyperlipidemic diet, and is
vulnerable to oxygen metabolism that can cause lipid
peroxydation and consequently malondihaldehyde (MDA-
TBARS) formation. The low plasma levels of vitamins
could reflect their high utilization rate, suggesting that these

vitamins may be used to reduce oxidative stress in obese rats.

In addition and unexpectedly, an increase in SOD and CAT
activities were observed in obese rats. These results suggest
an up regulation of these antioxidants enzymes in our
growing young obese rats. It’s could be interpreted as a
positive feedback mechanism reflecting a favorable
response of the organism to oxidative stress if compared to
old obese rats in other studies.*>%

Elevated levels of oxidant markers in obese rats could
result from their insulin resistance state,
hypercholesterolemia and abnormal metabolism. Actuality,
recent studies, have proposed that ROS such as H,O, are
produced transiently in response to insulin stimulation and
also act as a second messenger for insulin signaling in
adipocytes. In fact, a brief increase of intracellular ROS is
important for the insulin signaling pathway, while excessive
and long-term exposure to ROS reduces insulin sensitivity
and impairs glucose and lipid metabolism. These results
suggest that increased ROS production caused by fat
accumulation may prevent further lipid storage, but may
simultaneously cause insulin resistance."

In our study, a NS and olive oils supplementation in obese
rats show a corrective effect in the antioxidant defense
system. These results show the potential antitoxic effect of
NS seeds oil mediated by their antioxidant properties. Many
studies have reported that dietary supplementation by the
small molecular-weight antioxidants and the free radical
scavengers such as vitamins, minerals, polyphenols,
quinones and PUFAs prevent or at least attenuate the
damages due to ROS in the case of an oxidative stress.'”®’
In a recent study,” the authors found that the protective
effect of NS against petrochemical-induced oxidative stress
may be due to TQ which is the most potent in terms of
antioxidant capacity. In addition, Mansour M.A. et al.,69
suggested that TQ may act as an antioxidant agent and
prevent the membrane lipid peroxidation and antioxidant

enzymes in hepatocytes and that may well sustain our results.

Conclusion

The results of this study demonstrated that Nigella sativa
seeds oil is beneficial for attenuating complications of
obesity and possibly preventing it because of its essential
polyunsaturated fatty acids; linoleic and linolenic acids and
other nutrients such as liposoluble vitamins like tocopherols
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and also minerals, essential amino acids, some polyphenols,
terpenoids and quinones, particularly thymoquinone that
have shown potential medicinal properties in traditional
medicine.

Thus, N. sativa seeds oil supplement has shown a
beneficial impact by ameliorating glucose tolerance, liver
enzymes activities, pancreatic function in obese rats and
metabolic rate as well. So, further investigations are
encouraged in this way in order to unveil the molecular
mechanisms of this oil on body cells and then show its
importance for human use as a supplementary source of
lipids and nutraceutical rich source to correct obesity and
theirs consequences or to prevent their installation also in a
favorable environment like a consumption of high caloric
diet.
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n twice daily doses (12 h apart). Vitamins E and C were given by oral gavage in
mce daily dose. Afterwards, the plasma levels of creatinine (Cr), vit E and vit C,
the renal tissue activities of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase
SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx), as well as renal histol-
1gy were performed.

Results: CMS induced an acute tubular necrosis, increased the MDA level,
reduced the level of vit E and vit C and decreased the activities of SOD, CAT and
3Px. The pretreatment with combined vitamins E and C plus CMS restored all
hiochemical parameters cited above and improved the histopathological damage.
Conclusion: It appears that CMS-induced nephrotoxicity is at least partly due to
iree radical formation. The pretreatment with combined vitamins E and C seems to
protect against oxidant injury which may be related to their antioxidant properties.
Keywords: colistin, nephrotoxicity, oxidative damage, vitamins E and C.

PM2-161
Protective effects of an aqueous extract of Artemisia campestris against
methidathion-induced hepatotoxicity in male Wistar rats
L Barkat™®, A Boumendjel®, M Messarah® “Université Badji Mokhtar, SIDIAMAR,
“nnaba, Algérie; "Laboratory of Biochemistry and Environmental Toxicology, Faculty
of Sciences, University of Badji Mokhtar, Annaba, Algeria; “Applied Biochemistry and
'u;it‘robiology Laboratory, Faculty of Sciences, University of Badji Mokhtar, Annaba,
Algeria
\ethidathion (MD) is one of the most widely used organophosphate insecticides in
riculture and public health programs throughout the world including Algeria.
his study was interested first in evaluating the effects of MDT on lipid peroxida-
tion and on antioxidant enzymes activities (CAT, GPx and GST) in liver homoge-
nate, second in the protective role of an aqueous extract of Artemisia campestris
AC) leaves against MDT-induced hepatotoxicity.
Rats were randomly divided into four groups: group I served as control rats. Group
11 was treated daily with an aqueous extract of Artemisia campestris (AC) leaves (5 g/
1) (Mongi Saoudi et al, 2009) administered by orally way. Group II received MD
5 mg /kg BW) by using corn oil as the vehicle (Turhan Yavuzl et al, 2004) adminis-
trated by gavage. Animals of group TV (MD+AC) were treated with MD and AC.
Histopathological examination was exanimate in liver tissue. and the level of
Malondialdehyde (MDA), Glutathion (GSH) and the activity of the Catalase
CAT), Glutathion transferase (GST), and Glutathion peroxydase (GSH-Px) were
evaluated in our studies.
Exposure of rats to MD caused a significant increase of MDA levels in liver were
observed in MD group compared to controls. Antioxidant enzyme activities and
GSH contents in liver homogenate were modified in MD group compared to con-
trols. Significant increases in the levels of hepatic markers enzymes (alanine ami-
notransferase(ALT), aspartate amino transferase (AST), alkaline phosphatase
ALP), lactate dehydrogenase (LDH)). Additionally, serum cholesterol and lipid
peroxidation were significantly enhanced and MD exposure caused liver tissue
necrosis and enlargement of portal veins. Co-administration of AC to the group
IV restored all the parameters cited above to near-normal values.
Our results indicated the potential effects of MD biochemical parameters and his-
tological of liver and the ability of an aqueous extract of Artemisia campestris
(AC) leaves to attenuate MD-induced oxidative damage (Mediha Sefi et al, 2011).
Keywords: Artemisia campestris, hepatotoxicity, Methidation, oxidative stress,
orotective effects.

PM2-162

Impact of some vegetable oils and their SFA/PUFA ratio on lipid profil,
adiposity and lipid peroxydation on obese male rat

A Didi®, RK Meziane®, F Amamou®, M Yazit®, D Chabane Sari® “Faculté SNV-STU,
Tlemcen, Algérie

Vegetable oils appear to play a paradoxal role on the organism, depending on
their composition on different fatty acids (SFA, MUFA or PUFA) and other actif
compounds such as polyphenols, phytosterols, vitamins and quinones. In order to
evaluate the impact of the constituents of some vegetable oils on adipose tissus,
lipid metabolism and lipid peroxyadation in obesity, we used wistar male rats’
rendred obese with a high fat diet, a high energy dense food [1]. Animals were
randomly divided on four groups (1= 6): group 1: standard diet (4% of fat),
group 2: high-fat diet (32% of sunflower oil), group 3: 28% of sunflower oil (SO)
and 4% of nigelle oil (NO) and the group 4 was treated by 28% sunflower oil
and 4% of olive oil (00). We controlled the obesity evolution by a daily measure-
ment of body weight during eight weeks of experimentation. Fatty acids plasma
composition was measured by gas chromatography. Lipid profil (total cholesterol,
triglycerids, HDIL-¢c, LDL-c) were measured by enzymatic methods. Lipid peroxyda-
tion were evaluated by measuring malondialdehyde (MDA), hydroperoxydes and
conjugated dienes by specific spectrophotometric methods. Our results show a
high significant increase in body weight in group 2 compared with group 1 that
is translated by 43% of body weight gain on obese rats. A high correction in
blood parameters is shown (glucose, lipid profil) in NO and 0O. Concerning lipid
peroxydation, we noted a significant (P < 0.01) correction on the third group on
MDA “and hydroperoxydes levels and a throughtless decrease (P < 0.05) on con-
jugated dienes in the same group compared with group 1 and 2. The high fat
diets are rich in SFAs which are considered as enhancing compounds in the
development of adipose tissues [2]. So, depending on SFAs/PUFA favorable ratio,
NO and 00 play an important role on preventing obesity installation and their
metabolic complications, is shown by the fact that NO corrected obesity state by
its PUFAs in addition of its pharmacologically active compounds such as thymo-
quinone [3].

References:

1. Grundy M. S., 1999. Annual Review of Nutrition 19, 325-41.

2. Pérez-Matute P., Pérez-Echarri N., Martinez J.A., Marti A., Moreno-Aliaga M.J.,
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Keywords: obesity, rats, saturated/polyunsaturated fatty acids ratio, adiposity,
lipid peroxydation.
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s Effect of mashed potate affected by pesticides (metribuzin) low dose on
oxidative status/antioxidant wistar rats
FZ Chiali*, H Merzouk®, A Medjdoub®, SA Merzouk® “Laboratoire de physiologie
physiopathologie et biochimie de la nutrition, Tlemcen, Algérie; "Laboratoire de
physiologie et biochimie de la nutrition, Tlemcen, Algérie; “Faculté de I'ingénieur,
Université de Tlemcen, Tlemcen, Algérie
Introduction: Metribuzin is an herbicide triazine widely used in agriculture
against weeds, but it has harmful effects on human health. Potato. vegetable
widely consumed by the Algerian population is particularly susceptible to con-
tamination by metribuzin.
The objective of this work is to show the effect of potato infected with metribuzin
on the oxidant/antioxidant status, using Wistar rats breed like animal model.
Materiel/methods: The experimental study is based on the use of male and
female rats divided into two groups: a control group consisting of 6 rats consum-
ing a standard commercial diet mixed with mashed potato and a test batch con-
sisting of 6 rats consuming the standard diet mixed with a specific amount of
mashed potatoes treated metribuzin dose 1.3 mg/kg/day.
After three months of diet, the rats were sacrificed, blood was collected to recover
the plasma. Assays performed, vitamin C and reduced glutathione as an antioxi-
dant, and conjugated dienes as oxidant, the oxidation rate and the protein car-
bonyl.
The results show the similarity levels of vitamin C decreased with reduced gluta-
thione levels in male and female rats consuming potato metribuzin treated com-
pared to their respective controls. Increased levels of protein carbonyl, conjugated
diene and the oxidation rate in male and female rats consuming potato treated
with metribuzin compared to their respective controls.
Conclusion: Metribuzin causes imbalances in the oxidant/antioydante balance.
Keywords: metribuzin, oxidative stress, Wistar rats.
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Oxidative stress and maternal obesity: fetoplacental unit repercussions

N Malti, H Merzouk®, SA Merzouk®, B Loukidi®, A Malti®, M Narce? “Laboratoire
de Physiologie, Physiopathologie et Biochimie de la Nutrition, Département de Biologie,
Université, Tlemcen, Algérie; "Département des sciences techniques, Faculté des
Sciences, Université, Tlemcen, Algérie; “Service de Gynécologie-Obstétrique, Faculté de
médecine, CHU, Tlemcen, Algérie; “INSERM UMR 866, ‘Lipids Nutrition Cancer’,
Université de Bourgogne, Dijon

Objective: To determine oxidative stress markers in maternal obesity during
pregnancy and to evaluate fetoplacental unit repercussions, especially predictors
of fetal metabolic alterations.

Patients and methods: 40 obese pregnant women (BMI > 30 kg/m?) were
compared to 50 control pregnant women. Maternal, cord blood and placenta
samples were collected at delivery. Biochemical parameters (total cholesterol
and triglycerides) and oxidative stress markers were assayed by biochemical
methods.

Results: Maternal, fetal and placental triglyceride levels were increased in
obese group compared to control. Maternal malondialdehyde, carbonyl proteins.
nitric oxide and superoxide anion levels were high while reduced glutathione
concentrations and superoxide dismutase activity were low in obesity. In the
placenta and in newborns of these obese mothers, variations of redox balance
were also observed indicating high oxidative stress. Maternal and placental
interaction constituted a strong predictor of fetal redox variations in obese
pregnancies.

Conclusion: Maternal obesity is associated to metabolic alterations and dysregu-
lation of redox balance in the mother- placenta — fetus unit. These perturbations
could lead to maternal and fetal complications and should be carefully consid-
ered.

Keywords: pregnancy, obesity, mother, newborn, placenta, oxidative stress.
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Anti-hyperlipidaemic effect of Citrullus colocynthis oil in the offspring of
obese rats

RK Meziane®, A Didi®, F Ammamou®, M Yarzit®, D Chabane Sari® “Faculté SNV-
STU, Tlemcen, Algérie

Citrullus colocynthis (L.) Schrad. (Cucurbitaceae), commonly known as “colo-
cynth”, is a tropical plant that grows abundantly in many place in the world.
Originally from Tropical Asia and Alrica, it is now widely distributed in the Sah-
aro-Arabian phytogeographic region in Africa and the Mediteranean region. The
fruits are widely used medicinally as an anti-inflammatory, purgative in constipa-
tion, anti-rheumatic and anti-diabeticin Mediterranean countries. The seeds of
C. colocynthis have been subjected to a range of pharmacological, phytochemical
and nutritional investigations in recent years. It has been shown to contain 17%
of a fixed oil with high proportion of unsaturated fatty acids, mainly linoleic acid
(60-70%), oleic acid (11.7-15%) and a very low n-3 poly-unsaturated FA level
(0.5%). It is also rich in antioxidant. This study was conducted to evaluate the
effect of Colocynth oil on weight change and lipid parameters in the offspring ol
obese rats.

Three groups of male Wistar rats were established (n= 6): group 1 (control
group) containing the offspring of control mothers receiving a diet iso-caloric (4%
sunflower oil), group 2 containing the offspring of mothers obese receiving a
high-calorie diet (32% sunflower oil) and Group 3 containing the offspring of
obese mothers receiving a high-calorie diet based on a mixture of 28% sunflower
oil + 4% oil of colocynth. After 8 weeks of diet, the offspring were sacrificed.
Blood and organs were harvested. Weight. blood glucose, cholesterol, and trigly-
cerides were measured.

Our results showed a significant decrease in body weight in offspring of obese
mothers fed a diet of colocynth oil, compared to obese rats, but remain almost
parallel to that of controls. Furthermore, the glucose values remain within physi-
ological limits in group 1 and 3 while those of group 2 increased significantly.
On lipid markers, we scored a significant increase of triglycerides in obese rats

© 2014 The Authors. Fundamental and Clinical Pharmacology © 2014 Société Francaise de Pharmacologie et de Thérapeutique, 28 (Suppl. 1), 30-90 89
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Résumé

L'homéostasie énergétique se définit comme le maintien de I'équilibre entre les apports et les dépenses d'énergie. La rupture de
cet équilibre conduit au développement de désordres métaboliques et notamment de I'obésité. Cette pathologie est devenue un probléme
majeur de santé publique en ce 21° siécle et la consommation d’aliments hypercaloriques riches en graisse et hydrate de carbone est
considérée comme un facteur important, contribuant a 1’excés de poids et a 1’obésité. Des recherches récentes ont montré qu’une
supplémentation en acides gras polyinsaturés (AGPI) tend a corriger et/ ou a prévenir I’obésité. De ce fait, notre étude a porté sur
I’incorporation, & un régime hypergras, I’huile fixe des graines de Nigelle (Nigella sativa L.) trés riche en AGPI en comparaison avec
I’huile d’olive trés riche en acides gras monoinsaturés (AGMI).

Pour étudier I’effet hypolipidémiant de cette huile (HN) et en comparaison de 1’effet de 1’huile d’olive sur I’obésité, huit lots de
induite expérimentalement par un régime hypergras chez les rats traités par la nigelle; 1I’évolution pondérale, le taux de glycémie et
d’insulinémie montrent une baisse significative par rapport au groupe obése. Les taux sanguins de triglycérides, de cholestérol total et
des lipoprotéines athérogénes diminuent aussi significativement chez ces rats. Notre étude a montré que 1’huile de nigelle a pu remédier
et /ou protéger ’organisme de ses rats a une éventuelle installation d’insulino-résistance.

Nos résultats ont montré aussi une correction de la balance oxydante/antioxydante chez les rats recevant le régime a base d’HN
en corrigeant I’activité enzymatique de la catalase, la superoxyde dismutase et en rétablissant les taux plasmatique, hépatique et
mitochondrial des défenses contre le stress oxydatif 1ié¢ & I’obésité. Cette activité de 1’huile a été confirmée ultérieurement in vitro et elle
est due a la présence des polyphénols, des flavonoides et des quinones en quantité considérable dans cette huile, en plus d’un rapport
d’AGPI/AGS trés favorable.

Ainsi, une supplémentation en huile fixe de graines de N. sativa a montré un effet bénéfique par I'amélioration de la tolérance au glucose
ainsi que la fonction hépatique et pancréatique chez les rats obeses et le métabolisme énergétique.

En conclusion, ses résultats nous ont permis de mettre en évidence 1’effet anti-obésité et de notre huile végétale, qui méritent
des études plus approfondies afin de dévoiler les mécanismes moléculaires des actions biologiques de cette huile au niveau cellulaire,
puis montrer son importance pour un usage domestique comme source supplémentaire d’acides gras essentiels et de nutriment a usage
pharmaceutique pour prévenir ou corriger ’installation d’une obésité.

Mots clés : Obésité, Nigella sativa, huiles végétales, activité antioxydante, insulinorésistance, stress oxydatif.

Abstract

Energy homeostasis is defined as maintaining the balance between energy intake and energy expenditure. Upsetting this
balance leads to the development of metabolic disorders including obesity. This disease has become a major public health problem in the
21st century and the consumption of high calorie foods rich in fat and carbohydrate is considered an important factor contributing to
excess weight and obesity. Recent research has shown that supplementation with polyunsaturated fatty acids (PUFAS) tends to correct
and / or prevent obesity. Therefore, our study focused on the incorporation, a hypergras regime the fixed oil of Nigella seeds (Nigella
sativa L.) rich in PUFAs compared with olive oil rich in fatty acids monounsaturated (MUFA).

To study the effect hypolipidemiant of this oil and by comparison with the effect of the olive oil, the eight groups of male
growing rats “Wistar”(one-month-old) were fed during eight weeks by various diets. Obesity has been experimentally induced hyper fat
diet in rats treated with nigella, the weight evolution, the rate of glycemia and insulinemia shows a significant reduction to the obese
group. The blood rates of triglycerids, total cholesterol and atherogenous lipoproteins decrease significantly at these rats. Our study to
show that the oil of nigelle was able to remedy and / or to protect the body of its rats in a possible installation of insulino-resistance.

Our results also have shown a correction of oxidative / antioxidant balance in rats receiving the HN based diet by correcting the
enzymatic activity of catalase, superoxide dismutase and restoring plasma, liver and mitochondrial defense against oxidative stress
associated with obesity. This activity of the oil was later confirmed in vitro and is due to the presence of polyphenols, flavonoids and
quinones in considerable amount in this oil, in addition to a very favorable PUFA / SFA ratio.

Thus, a fixed oil supplementation of N. sativa seeds showed a beneficial effect by improving the glucose tolerance as well as liver and
pancreatic function in obese rats and the energy metabolism.

In conclusion, the results have enabled us to highlight the anti-obesity effect and our vegetable oil, that deserve further studies
to reveal the molecular mechanisms of biological action of this oil at the cellular level and show its importance for home use as a
supplementary source of essential fatty acids and pharmaceutical use nutrient to prevent or correct the installation of obesity.

Keywords: Obesity, Nigella sativa, vegetable oils, antioxidant activity, insulin resistance, oxidative stress.



