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Résume :
Lesmécanismes a l'origine de la toxicité du plomb et Manganese sont multiples et touchent
potentiellement toutesles cellules de I'organisme. A cet effet, nous nous sommes intéressés au
stress oxydant induit par l'acétate de plomb et le manganése au niveau érythrocytaire et au niveau
tissulaire (foie et rein) a une dose de 2.84 mg/ml et 4.79 mg/ ml respectivement durant la période
de gestation et lactationchez les rats Wistars et la capacité de I’HE du clou de girofle "Syzygium
aromaticum" (HEC)a rétablir ou non cet état de stress.
Toutefois, I’extraction par hydrodistillation, a permis d’obtenir une HEC avec unrendement de
11.66%.
Par ailleurs, I’analyse du statut antioxydant érythrocytaire a indiqué que le Pb - Mn
augmentesignificativement (p<0.001) les activités enzymatiques de la catalase (CAT), du
I’activité enzymatique du Glutathionperoxydase (GPx) et du I’activité non enzymatique du
glutathion réduit (GSH) et une diminution significative (p<0.001) du l'activité enzymatique du
superoxydedismutase (SOD). Par contre, l'analyse du statut antioxydant tissulaire a indiqué une
augmentation significative (p<0.001) des activités enzymatiques de la catalase (CAT),I’activité
enzymatique du Glutathionperoxydase (GPx)et une diminution significativet (p<0.001) de
l'activité du glutathion réduit (GSH) etsuperoxydedismutase (SOD), en entrainant
undysfonctionnement du systéme de défense antioxydant. L'analyse biochimique a révélé que la
toxicité par le Pb—Mn entraine des anomalies métaboliques (hyper-glycémie, hyper-urémie,
hyper-créatinémie, etI’augmentation des transaminases....).
En revanche, l'administration de I’ HEC par voie IP durant une période de 21 jours a desrats
préalablement intoxiqué au Pb - Mn , indiqgue que cette HEC contribue de maniére
significativedans I’amélioration des défenses contre I’agression radicalaire, par un rétablissement
au niveaudes activités des enzymes antioxydants en augmentant leurs capacités a éliminer les
composésradicalaires.
A la lumiére de ces résultats, I’administration du Pb-Mn au cours de la période dudéveloppement
rend les cellules sanguines et les tissus fragiles aux attaques oxydantes par leurs actions
nuisibles. Cependant, I’'HEC a la capacité d'améliorerl’activité des enzymes antioxydants et en
augmentant leurs capacités a lutter contre le stressoxydant.
Mots clés:Plomb, Manganése, Syzygium aromaticum, huile essentielle, Glutathion
peroxydase,Catalase, Glutathion réduit,Superoxyde dismutase, Stress oxydant.




Abstract:

The mechanisms responsible for the toxicity of lead and manganese are multiple and potentially
affect all body cells. To this end, we were interested to oxidative stress induced by lead acetate
and manganese in erythrocytes and the tissues (liver and kidney) at a dose of 2.84 mg / ml and
4.79 mg / ml respectively in the period gestation and lactation in Wistar rats and the ability of
HE cloves "Syzygium aromaticum” (HEC) to restore or not this state of stress.

However, extraction by steam distillation yielded a HEC with a yield of 11.66%.

Furthermore, analysis of antioxidant status erythrocyte said the Pb - Mn increases
significantly (p <0.001) enzyme activities of catalase (CAT), the enzyme activity of glutathione
peroxidase (GPx) activity and non-enzymatic reduced glutathione (GSH) and a significant
decrease (p <0.001) of the enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD). By cons, analysis
of tissue antioxidant status showed a significant increase (p <0.001) enzyme activities of catalase
(CAT), the enzymatic activity of glutathione peroxidase (GPx) and a decrease significativet (p
<0.001) of the activity of reduced glutathione (GSH) and superoxide dismutase (SOD), resulting
in a malfunction of the antioxidant defense system. Biochemical analysis revealed that toxicity
by Pb-Mn causes metabolic disorders (hyper-glycemia, hyper-uremia, hyper-creatinine, and

increased transaminases ....).

However, administration of HEC by the IP route for a period of 21 days previously addicted
rats Pb - Mn, HEC indicates that this contributes significantly to improving defenses against free
radical attack, by a recovery level of antioxidant enzymes activities by increasing their ability to

eliminate radical compounds.

In light of these results, the administration of Pb-Mn during the period of development makes
them fragile blood cells to oxidative attack by their harmful actions. However, the HEC has the
ability to enhance the activity of antioxidant enzymes and increasing their capacity to fight
against oxidative stress.

Keywords: Lead, Manganese, Syzygium aromaticum, essential oil, glutathione peroxidase,
catalase, glutathione reduced, superoxide dismutase, Oxidate stress.
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Les métaux lourds sont présents naturellement dans [I’environnement et sont utilisés
industriellement. Cependant, a des concentrations plus élevées que la normale, ils peuvent
entrainer des nuisances plus ou moins graves pour I’étre humain, la faune et la flore (Achour et

al., 2014).Parmi ces métaux lourds en évoquera I’exemple du plomb et manganése.

En effet, le plomb constitue I'élément non essentiel le plus abondant dans l'organisme
humain, en raison de sa dispersion dans l'air ambiant, dans de nombreux aliments, dans I'eau
potable, et dans la poussiére. Sa toxicité est étroitement liée a son accumulation dans certains
tissus et son interférence avec les bioéléments, dont le réle est essentiel pour plusieurs processus
physiologiques. 1l a de nombreux effets indésirables, y compris neurologique, comportementale,
immunologique, rénal hépatique, et en particulier le dysfonctionnement hématologique(Annabi
et al., 2007).

De son c6té, le manganése (Mn) est un métal essentiel trouvé dans une variété de tissus
biologiques et est nécessaire pour le fonctionnement normal d'une variété de processus
physiologiques, y compris acides aminés, des lipides, le métabolisme des protéines et des
glucides (Erikson et al., 2005).11 joue également un réle essentiel dans le fonctionnement du
systeme immunitaire, régulation de I'énergie cellulaire, la croissance osseuse et du tissu
conjonctif et la coagulation du sang(Erikson et Aschner, 2003).Mais en quantités excessives,
peuvent causer des dommages au systeme nerveux et les activités enzymatiques (Aschner et
al., 2007).

Par ailleurs, I’importance clinique des thérapeutiques a base de plantes (phytothérapie) a regu
une intention considérable ces derniers temps car elles présentent une riche source de

medicaments et produisent une foule de molécules bioactives (Small et Catling, 2000).

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum) a été utilisé pour des centaines d'années comme une
épice nutritionnel pour l'alimentation et un reméde pour une variété de problémes de santé
(Bhowmik, 2012), il a été rapporté que I’huile essentielle de clou de girofle présente une variété
de différentes applications telles que un antioxydant, un anti-inflammatoire, un antifongique,
antiviral, antibactérien, anticonvulsivant (Agrawal et al., 2014).

A la lumiére de ces données, notre étude vise sur la recherche de I’effet de I’huile essentielle de
la plante Syzygium aromaticum chez des rats intoxiqués par la co-exposition de plomb et

manganese. A ce titre, nous envisageons d’entreprendre une série d’expériences qui porteront sur




I ntroduction

- La premiére serie d’expériences Induire un stress oxydant par I’administration de laco-
exposition de I’acétate de plomb et le chlorure de manganese (Mncl2) chez les rats wistar par
I’exploration du fonctionnement de deux organes (foie, rein) selon une approche biochimique et
enzymatique.

- La deuxiéme série d’expériences estimer I’influence relative in vivo des propriétés
antioxydantes naturelles de I’'HE de la plante Syzygium aromaticum suite au stress oxydant
induit par le plomb et manganése en étudiant les paramétres relatifs au statut oxydant.
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1. Le plomb :
1.1.Généralité sur Le plomb :
Le plomb est un métal connu depuis plus de 5000 ans (BRGM, 2004).11 est naturellement

6eme

présent en moyenne a 0,002% dans la croute terrestre (3 élément de par son abondance dans
la croQte terrestre) (Nriagu, 1978), et peut se présenter sous forme organique ou inorganique ;
Presque la totalité des expositions industrielles ou environnementales au plomb impliquent des
formes inorganiques (ex. PbO) (Lauwerys, 1990). Les dérives inorganiques quant a eaux sont
présents dans les eaux, les sédiments, les sols, I’atmosphére et éventuellement en microtraces chez
les organismes vivants (Nriagu, 1978).

Cependant, des particules plombées sont toujours générées dans I’atmosphére sous forme
d’effluents gazeux ou particulaires, par des activités industrielles, ou par resuspension a partir des
sols contamines (Ohmsen, 2001).
1.2.Propriétés physico-chimiques du plomb :

Le plomb est un métal grisatre malléable qu’on retrouve dans la cro(te terrestre, on le trouve a
I’état naturel, sous forme de minerai dont le plus important est la galéne (sulfate de plomb en
cristaux) et plus rarement a I’état élémentaire (métal seul) (EMC-toxicologie Pathologie, 2005).

Il n’a ni golt ni odeur caractéristiques. Il appartient au groupe IV b de la classification
périodique des éléments .De configuration électronique [Xe] 4f14 5d10 6s2 6p2, il possede 2
électrons non appariés sur la derniere couche. Cette configuration électronique autorise les degrés
d’oxydation (+2) et (+4), en plus de la forme métal (0) (Sposito, 1989).

Dans les milieux naturels, les espéces inorganiques du plomb incorporent cet élément sous le
degré d’oxydation (+2). Le degré d’oxydation (+4) n’est représenté que dans des conditions trés
oxydantes non rencontré dans les sols : il se retrouve majoritairement dans les composés
organiques dont la source est principalement anthropique (Newland et Daum, 1986)(Tableau
01).

Tableau 1: Propriétés physico-chimiques du plomb (Bonnard et al., 2006).

Symbole | Nombre | Poids | Densité | Point de Point Isotopes
Pb 82 207,2 11,34 | 327,43°C 1740°C 4

1.3.Principales sources d’exposition :
Plusieurs sources de contamination au plomb sont connues :

1.3.1. Naturelles : & des concentrations faibles.
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1.3.2.

1.3.3.
1.3.3.1.

1.3.3.2.

1.3.3.3.

1.3.34.

1.3.4.

Milieu professionnel : fabrication de batteries d’accumulateur au plomb ou de recyclage ;
soudure et découpage de pieces métalliques (fonderie) ; peinture a base de plomb ;
cristallerie et verrerie ; récupérations des métaux ; poterie... (Achour et al., 2014).
Environnementale :
Air : la pollution atmosphérique par essence a base de plomb (dérivés organiques
tétraéthyl, tétraméthyl) reste la cause la plus importante de contamination. Les
antidétonants des carburants automobiles constituent la premiére source d’émission de
plomb dans I’atmosphere. Avec la mise en place de I’essence sans plomb, cette source de
contamination a faibli. D’autre part, le tabagisme reste une source mineure de
contamination (Achour et al., 2014).
Eau : la contamination peut étre secondaire a I’ingestion d’eau douce desservie par des
canalisations en plomb. Selon I’Union Européenne, la valeur limite de concentration du
plomb de I’eau destinée a la consommation humaine est de 10 pg/L depuis 2013.
L’ingestion de boissons acides (jus de fruits) stockés dans des récipients contenants du
plomb peut aussi contribuer a I’'imprégnation (Achour et al., 2014).
Aliments : Iégumes cultivés et animaux élevés en zones contaminées ; (Achour et al.,
2014).
Sols et poussiéres : la poussiére est une importante source d’exposition au plomb.
Sa teneur en plomb dépend de I’activité industrielle actuelle ou passée au voisinage. La
consommation d’écaille de peinture plombifére dans les anciennes demeures par
de jeunes enfants en milieu défavorisé et le comportement alimentaire du syndrome
“Pica” favorisent les risques ; (Achour et al., 2014).

Autres :

+«+ Contamination par des vétements de travail souillés rapportés au domicile par unproche

exposé professionnellement ;

+¢+ Utilisation des cosmétiques et de préparations traditionnels a base de plomb a titre d’exemple :
le khol ;
¢+ Munitions a base de plomb (Achour et al., 2014).

1.4.La toxico-cinétique du plomb :

Il est important de connaitre le métabolisme du plomb pour mieux comprendre I’intoxication.

14.1.

Les voies d’exposition :

Le plomb peut pénétrer dans I'organisme humain par trois voies :
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1.4.1.1. Voie respiratoire :

La voie respiratoire est également importante surtout s’il s’agit d’oxydes ou de sels
pulvérulents, de poussieres trés fines ou de vapeurs. Les particules dont le diameétre est inférieur a
0,5um sont les mieux absorbées, alors que les particules>5um se déposent dans I’arbre
respiratoire, sont drainées vers le carrefour aérodigestif et finalement dégluties. De plus, 30% du
plomb inhalé est absorbé, il peut atteindre 70% si chauffage (Achour et al., 2014).

L absorption pulmonaire peut jouer un réle important pour les expositions professionnelles ou
pour les personnes vivant a proximité d’entreprises polluantes (Kahloula, 2010).

Chez I’'animal, comme chez I’homme, environ la moitie du plomb retenu est absorbée au niveau

du tractus respiratoire inferieur (Bonnard et al., 2006). Cependant, les vapeurs et gaz, apres
migration jusqu’aux alvéoles pulmonaires, passent dans le sang. Les particules métalliques les
plus grosses sont éliminées des voies respiratoires hautes par le tapis muco-ciliaire puis dégluties.
Les plus fines diffusent a travers la muqueuse des voies aériennes profondes et passent dans le
sang (kahloula, 2010).
1.4.1.2. Lavoie digestive :
La principale voie d’absorption du plomb est digestive, les sources étant constituées par les
aliments (lait, eau, boissons) mais aussi les écailles de peinture, les poussiéres présentes en milieu
domestique et les poussiéres présentes dans le sol, ingérées particulierement par les jeunes enfants
(2 a 3 ans) par portage main-bouche (INERIS, 2003).

La biodisponibilité du plomb dépend de sa solubilité dans le tractus intestinal. Pour étre
absorbé, il doit en effet étre transformé en sel hydrosoluble (INERIS, 2003). Elle s’effectue
essentiellement dans I’intestin gréle par un transport actif. L’absorption est fortement augmentée
par le jelne, la carence martiale, le régime pauvre en calcium et en vitamine D (Achour et al.,
2014).

Chez le rat, I’absorption varie avec la forme chimique : le carbonate de plomb est 12 fois mieux
absorbé que le plomb métal. L’absorption diminue avec I’age (de 83 % pour un rat de 16 ja 16 %
pour un rat de 89 j (Bonnard et al., 2006) et de 30-40 % chez I’enfant a 5-15% chez I’homme
adulte (Amdur et al., 1996)), probablement a cause d’un processus de maturation selon lequel

I’intestin perd sa capacité d’ingestion des particules par pinocytose (Venugopal et Luckey, 1974).

1.4.1.3. La voie cutanée :

Le passage transcutanée du plomb est trés faible (moins de 0,5%), si la peau est intacte, mais le
toxique peut pénétrer en cas de lésions de la peau, et pour certains composés organiques grace a
leur liposolubilité (Achour et al., 2014).
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Des tests in vitro réalisés sur la peau humaine ont permis de classer différents composés du
plomb selon leur taux d’absorption par ordre décroissant : tétrabutyl de plomb > naphtalene de
plomb > acétate de plomb > oxyde de plomb (indétectable) (Bress et Bidanset, 1991).

Apres une application de créme ou de solution contenant de I’acétate de plomb (9 nmol/kg ou 6
nmol/L) pendant 12 heures chez 8 volontaires sains, les travaux de Moore et al., (1980) ont
montré que le taux d’absorption de I’acétate de plomb était compris entre 0 et 0,3 %.

1.4.2. Circulation et rétention :
1.4.2.1. Transport sanguin :

Apres son absorption pulmonaire ou digestive, le plomb passe dans le sang ou il se répartit dans
les hématies sous forme non diffusible et dans le plasma sous une forme diffusible lui permettant
d’aller se fixer dans les tissus ou d’étre éliminé dans les urines. Le sang est le « carrefour » de tous
les trajets du plomb dans I’organisme. Le plomb sanguin représente environ 2 % du pool total de
I’organisme. Le rapport érythro-plasmatique est d’environ 90 & 95 %. Plus les quantités de plomb
sanguin sont élevées, plus le taux plasmatique et donc diffusible dans les tissus, est elevé
(Haguenor, 2009).

La demi-vie sanguine du plomb est estimée a environ 20-30 jours. En cas d’arrét de fortes
expositions, la plombémie diminue de facon constante jusqu’a peu pres la 18e semaine, puis subit
une légere remontée pour atteindre un plateau (Haguenor, 2009).

La concentration totale du plomb dans le sang reflete le plomb contenu dans ce compartiment
est considérée comme un indicateur fiable d’une récente exposition .Elle constitue d’ailleurs le test
utilise le plus communément pour évaluer I’intoxication par le plomb chez I’homme et les
animaux(Roy et al., 1977).
1.4.2.2. Transfert aux organes :
1.4.2.2.1. Dans les tissus mous :

L’accumulation du plomb dans les tissus mous dépend de I’4ge et des concentrations
plasmatiques. Tous les tissus mous sont concernés, le foie, la rate, les poumons mais surtout les
reins et le cerveau. En effet, le plomb est capable de passer la barriere hémato-méningée et de
s’accumuler dans toutes les zones du cerveau de fagon a peu pres homogeéne. La demi-vie dans les
tissus mous serait du méme ordre de grandeur que la plombémie, soit 20 a 30 jours (Haguenor,
2009).

L absorption du plomb au niveau du foie et des reins est trois fois plus importante que par
inhalation (Barthelemy etal., 1975).Les autopsies réalisées sur des travailleurs ont révélé une

accumulation du plomb, par ordre décroissant, dans le foie > les reins > les poumons > le cerveau
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(Gerhardsson etal., 1995). De plus, I’.accumulation sélective du plomb notamment dans certaines
zones du cerveau (I’.hippocampe) et des reins (cortex) a pu étre observée chez I’.homme (Amdur
et al.,1996).

1.4.2.2.2. Dans les os :

Elle concerne 90% du Pb absorbé et sa demi-vie est supérieure a 10 ans. Le plomb osseux ne
constitue pas une toxicité particuliere pour I’organisme. Cependant, son métabolisme présente
certaines analogies avec celui du calcium. En cas de mobilisation de ce dernier (ostéoporose de la
femme enceinte ou des personnes agées ou traitement corticoide...), une libération importante du
métal stocké peut se produire et se traduit par des manifestations toxiques, méme si I’exposition a
cessé depuis plusieurs années (Nouaigui, 2009). Dans les os le plomb est sous forme d’un
composé relativement non soluble : le triphosphate de plomb. Le plomb est susceptible de
continuer & s’accumuler dans les os 6mois apres la fin de I’exposition (Hamir et al., 1982).

1.4.3. Excrétion :

Le plomb inhalé non absorbé est éliminé par action mucociliaire trachéo-bronchique vers le
tractus gastro-intestinal puis, comme le plomb ingéré, est absorbé ou directement éliminé par la
voie urinaire (environ 80 %) (IARC, 1980).

L’élimination principale s’effectue par voie rénale (75-80 %) et en moindre proportion par la
bile dans [Pintestin.  L’élimination par la salive, la sueur, les cheveux,
les ongles et le lait maternel est minime (moins de 8 %). La demi-vie de la fraction
rapidement échangeable située dans le sang et les tissus mous est d’environ
20 jours, celle de la fraction fixée au squelette de 10 a 20 ans (Pletscher et al., 2007).Le plomb,
en raison de sa similarité avec le calcium, est excrété dans le lait(IARC, 1980) (Figure 01).

ABSORPTION
VOIE PULMONAIRE VOIE CUTANEE VoiE DIGESTIVE
LAIT
- o SANG IRINES
F&ETUS ERYTHROCYTES - PLASMA

P

DENTS ELIMINATION

TISSUS MOUS
CERVEAU
REINS

LOIE - RATE STOCKAGE

Figure 1 : la toxicocinétique du plomb(Manton et Cook, 1984).
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1.5.La toxicité du plomb :

Le plomb aprés pénétration dans I’organisme va s’accumuler et provoquer une maladie qui est
étroitement liée a la charge corporelle totale de I’organisme (Diouf, 2001), Leur toxicité est
reconnue, méme a de trés faibles concentrations et peut étre attribuée a des interactions
inappropriées avec différentes structures intracellulaires (Roesijadi, 1994).

1.5.1. Toxicité aigué :

Elle se rencontre tres rarement aussi bien dans I’industrie qu’en milieu non professionnel, elle
peut apparaitre suite a une inhalation ou a une absorption massive de poussiéres ou de fumées de
plomb (INERIS, 2003).

L’intoxication aigue au plomb donne lieu a des symptdémes qui touchent le systeme digestif :
esophagite, gastrite entrainant des vomissements, douleurs épigastriques abdominales, mais aussi
des selles noires et une constipation chez I’adulte, mais chez I’enfant la toxicité aiglie se manifeste
par une anorexie, des vomissements, une irritabilité et des troubles du comportement. Ces
symptdmes se manifestent généralement a partir d’un seuil de plombémie de I’ordre de 30 a 50
mg/dl (Lauwerys, 1998 ; C.E.P.A, 1997).

1.5.2. Toxicité chronique :

Le saturnisme peut se manifester de facon extrémement différente d’une personne a I’autre,
chaque atteinte viscérale pouvant étre inaugurale (Achour et al., 2014). Plusieurs organes et
systemes sont susceptibles d’étre affectés a la suite d’une exposition prolongée a des
concentrations significatives de plomb. Parmi ceux-ci, on retrouve le systeme nerveux, les reins de
méme que les systémes gastro-intestinal et reproducteur (GSSE, 2003).
1.5.2.1.Effets hématologiques :

Le plomb cause des perturbations hématologiques qui touchent principalement les érythrocytes.
L’anémie, manifestation classique de I’intoxication au plomb, est proportionnelle a la dose et
résulte d’une part de I’inhibition de la synthése de I’hnémoglobine par le plomb, d’autre part d’un
effet toxique direct sur les érythrocytes(Pletscher et al., 2007).

Le plomb inhibe trois enzymes (enzymes intervenant dans la synthése de l.heme): I’acide
daminolévulinique deshydratase (ALA-D), la coproporphyrinogene décarboxylase et Ila
ferrochélatase. Il en résulte respectivement une accumulation d’acide d-aminolévulinique (ALA),
une augmentation des coproporphyrines et une diminution de la quantité d’heme formé
accompagnée d’une augmentation du taux de protoporphyrine. La protoporphyrine en exces prend
la place de I’héme dans I’hémoglobine et fixe du zinc sur le site occupé habituellement par le fer
(Amdur et al., 1996).
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Le plomb affecte aussi, par rétrocontréle négatif via I’héme, I’activité de I’ALA synthétase et
la synthése de la partie globinique. En conséquence, I’excrétion urinaire d’ALA et de
coproporphyrine est augmentée ; les protoporphyrines et le coproporphyrinogéne s’accumulent
dans les érythrocytes.

Le plomb provoque une hyperstimulation de I’érythropoiese objectivée par des érythroblastes
de taille variable avec des anomalies nucléaires et une hémoglobine anormale, d’ou une
production accrue d’érythrocytes anormaux (Venugopal et al., 1974).
1.5.2.2 Effets digestifs :

Les effets du plomb sur I’appareil digestif s’observent a la suite d’une exposition élevée au
plomb (plombémie = 100 mg/dl ou plus). Les troubles digestifs sont parmi les symptémes les plus
précoces, ces effets sont principalement une anorexie, des nausees et vomissements, une perte de
poids, des douleurs et crampes abdominales, une constipation tenace ou parfois des épisodes
diarrhéiques et des ballonnements (Beliles, 1994 ; Fu et Boffeta ,1995 ; Goyer, 1993 ; kahloula,
2010).

1.5.2.3.Effets sur le Systéme nerveux :

Cet effet est d’autant plus sérieux que le sujet intoxiqué est jeune. Des encéphalopathies
surviennent régulierement chez des enfants ingérant de petites quantités de plomb, celles-ci
comportent des signes cliniques parfois graves (coma convulsif) et une altération des fonctions
supérieures. En milieu professionnel, on trouve des formes plus discretes (bien que des effets
graves puissent exister), qui se traduisent par une altération des fonctions cognitives, décelable par
des tests psychométriques. Elles peuvent apparaitre des 40 pg/100 ml, mais I’importance des
perturbations aux tests n’est pas corrélée a la plombémie (INRS, 2006).

Il existe par ailleurs une neuropathie sensitivomotrice dont la forme classique est la paralysie
pseudoradiale. Cette forme devient rare, les neuropathies qui peuvent toucher les quatre membres
sont souvent infracliniques et mises en évidence par la diminution des vitesses de conduction
nerveuse. Les neuropathies cliniques apparaissent pour des plombémies supérieures a 60 pug/100
ml alors que, I’on observe une altération des vitesses de conduction dés 40 pg/100 ml (INRS,
2006).

1.5.2.4. Effets sur le systeme cardio-vasculaire :

L’exposition au plomb a été associée a une variété d’effets néfastes sur le systéme
cardiovasculaire. La relation dose-réponse la plus étudiée est I’effet de I’exposition au plomb sur
la pression artérielle, et la plus fréquemment rapportée sur la pression artérielle systolique. Une
augmentation de la plombémie (CSAFSCA, 2011).
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A des taux dépassant 300 pg/L (INERIS, 2003)et des concentrations en plombdans le tibia sont
associés a une augmentation de la pression artérielle systoliqgue (CSAFSCA, 2011).

Ces résultats sont cependant largement contredits par de nombreuses études qui ne montrent
aucune augmentation du nombre de sujets hypertendus parmi les salariés manipulant des

composés inorganiques du plomb (INERIS, 2003).

1.5.2.5.Effets sur la reproduction :

Le plomb peut affecter la fertilité chez I’homme par oligospermie, mais son effet tératogéene
n’est pas démontré chez I’espéce humaine.

Il faut préciser qu’il a également un effet feeto-toxique et peut étre responsable de mort in utéro,
de prématurité ou de troubles du développement cérébral (Achour et al., 2014).

Expérimentalement : le plomb entraine un retard d’ouverture vaginale, une atrophie ovarienne,
avec diminution de la sécrétion de progestérone et altérations endométriomes au moment de
I’implantation. De plus, une atteinte des récepteurs cestrogeniques utérins pouvant influencer le
maintien de la gestation (INRS, 2006).

1.5.2.6.Effets sur les os :

L’os est le principal lieu de stockage du plomb. Certains événements, comme des fractures ou
des traitements chélateurs mal réalisés, peuvent provoquer une mobilisation importante du métal
provoquant des symptémes aigus parfois graves en relation avec I’élévation de la plombémie
(INRS, 2006).

Donc, le plomb pourrait augmenter la demineralisation osseuse en inhibant I’activation de la
vitamine D, diminuant la fixation du calcium et egalement en interferant avec la regulation
hormonale du metabolisme osseux (Silbergeld, 1991).
1.5.2.7.La toxicité hépatique du plomb :

L’accumulation de quantités significativement élevées de plomb au niveau du foie induit un
effort oxydant important, et ce par une peroxydation des lipides avec inhibition concomitante de
plusieurs enzymes anti-oxydantes telles que la superoxide dismutase (SOD), la catalase, la
glutathion peroxydase, la glutathion réductase (GSSG) et d’une réduction du rapport GSH/GSSG
(Sandhir et Gill, 1995).

Les mécanismes de I’effort oxydant induit par le plomb au niveau des hépatocytes contribuent a
la production des lipoperoxydes (LPO) et I’expression des médiateurs des cytokines, y compris a-
TNF. Ces médiateurs sont également associes au déclin significatif dans la concentration
intracellulaires en triphosphate différents d’adénosine observée dans les cultures d’hépatocytes de
rat (Sieg et Billings, 1997) et dans les dommages oxydants de I’ADN et puis finalement suivie
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d’une apoptose d’hepatocytes (Milosevic et Maier, 2000). Par ailleurs, d’autres études ont
rapporté que le plomb joue un réle dans la mort cellulaire des hépatocytes par protéolyse
(Pagliara et al., 2003).

1.5.2.8.Atteinte rénale :
Le plomb provoque une néphropathie tubulaire interstitielle, touchant le tube rénal proximal mais
aussi le glomérule. Cette altération est d’abord réversible puis passe a la chronicité (INRS, 2006).
Elle se traduit par une protéinurie faible ou nulle, mais surtout une glycosurie, une amino-
acidurie et des perturbations des transports ioniques. La néphropathie chronique est souvent
tardive et survient chez des sujets dont la plombémie est supérieure a 60 pg/100 ml (INRS, 2006).
Certaines études mettent en évidence une atteinte rénale précoce, dés 30 pug/100 ml, qui peut
étre révélée par une enzymurie (N-acétylglucosaminidase) et I’émission de protéines de bas poids
moléculaire (32-microglobuline et RBP) (INRS, 2006).

1.5.2.9.Effet Cancérogéne :

A forte dose, le plomb induit des tumeurs rénales chez le rat. Une méta-analyse récente des
études épidémiologiques publiées a montré des exces discrets mais significatifs des cancers
gastriques, broncho-pulmonaires et des voies urinaires chez les travailleurs exposés au plomb ;
toutefois, les facteurs de confusion éventuels (tabagisme, co-expositions...) n’étaient généralement
pas pris en compte dans les études analysées. En raison des données expérimentales, le Centre
International de Recherche sur le Cancer a classé le plomb dans le groupe 2B des substances

possiblement cancérogenes pour I’espece humaine (Fréjaville et al., 2000).
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2. Le manganése :
2.1.Historique :

Le manganése (Mn) est déja connu dans I'Antiquité, il était utilisé au temps des pharaons pour
fabriquer le verre, et il décrit par Pline au temps des romains, mais il a été considéré jusqu'au
XVllle siecle comme étant un simple derivé du fer. Le mot manganese est l'abréviation de
“manganesium”, I'ancien nom de cet élément (Guide oligothérapie, 2006).

Plus de 90 % du commerce international de manganése provient de I’Australie, du Brésil, de
I’Afrique du Sud et du Gabon (1.M. 1, 2007).

2.2.Généralités :

Le manganése (Mn, numéro CAS 7439-96-5) constitue environ 0,10 % de la crodte terrestre et
représente le 12eme élément le plus abondant (Francis et Forsyth, 1995). Est un élément que I’on
ne retrouve pas sous forme métallique libre dans la nature (Adriano, 2001), est un métal qui se
retrouve naturellement dans I’air, I’eau, le sol et dans les systemes vivants. Au plan biologique, le
manganese est un minéral essentiel qui est indispensable au fonctionnement d’un bon nombre de
familles enzymatiques. En plus de son réle essentiel dans le corps, de nombreuses études publiées
indiquent qu’a des doses d’exposition suffisamment élevées, le manganése est une substance
toxique chez I’étre humain. Alors que le manganese peut s’avérer toxique pour un certain nombre
de systémes de I’organisme, y compris les appareils reproducteur et respiratoire, I’organe cible
critique est le systéme nerveux central (SNC), ou le manganése s’accumule dans les ganglions de
la base du cerveau (SC, 2010).
2.3.Propriétés chimiques :

Le manganese est un élément chimique, de symbole Mn et de huméro atomique 25 (Hurlbut et
Klein, 1982). Est un métal lourd, faisant partie des éléments de transition. Argenté, dur et cassant,
il posséde des propriétés magnétiques. Le métal est chimiquement réactif : il s’oxyde a I’air mais il
ne réagit pas avec I’eau en conditions normales. Son électronégativité le conduit a former des
liaisons ioniques avec les oxydes, les hydroxydes et les carbonates (Schéafer, 2004). 1l forme ainsi
des complexes peu stables (oxydes, silicates, carbonates) dont la plupart sont moins solubles que
ses hydroxydes. Le manganése posséde des propriétés communes avec le cobalt et le fer et les
similitudes entre leurs comportements respectifs sont nombreuses (Lide, 1999). Il peut étre
retrouvé a plusieurs états d’oxydation de -3 a +7, la forme la plus répandue dans I’environnement
étant le +4 (Keen et Leach, 1988)(Tableau02).
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Tableau 2:Propriétés du manganése (Bisson et al., 2012).

Parametre Valeur
Couleur Gris-blanc
Etat ordinaire Solide
Point de diffusion 1246°C
Point de d’ébullition 1985°C
Energie de fusion 12,05 kJ-mol-1
Energie de vaporisation 226 kJ-mol-1
Volume molaire 7,35x10-6 m3-mol-
Masse atomique 54,938045 + 0,000005 u
Rayon atomique 140pm
Densité 7,47a20°C

2.4.Sources et utilisations :

Les plus importantes sources de manganése environnemental reliées a l'activité industrielle
proviennent des usines de production de ferro-alliages, les fonderies de fer et d'acier, des centrales
thermiques, des fours a coke et de poussiéres provenant d'opérations miniéres (EPA, 1983;
ATSDR 2000).

Les composés du manganése sont couramment utilisés aux plusieurs applications :

» Le chlorure de manganése est utilise comme catalyseur mais aussi comme supplément
alimentaire animal.

> Le dioxyde de manganese de méme que le chlorure entrent tous deux dans la fabrication de
piles séches.

> Le dioxyde de Mn trouve aussi plusieurs autres applications : feux d'artifice, allumettes et

porcelaine.

> Le sulfate de Mn sert de fertilisant, dans la céramique, les glacures et les vernis, comme
supplément alimentaire ainsi que comme fongicide (ACGIH, 2001).

> Certaines opérations de soudage nécessitant I’emploi d’électrodes dont I’enrobage ou I’alliage
constitutif contient du manganese (Kaiser, 2003).

> Les composés organiques du Mn ont trois principales utilisations: le MMT
(méthylcyclopentadiényl manganése tricarbonyle) comme additif antidétonant dans l'essence,
deux pesticides, le maneb et le mancozeb ainsi que le mangafodipir utilisé dans le diagnostic

de certaines formes de cancers hépatiques (ATSDR, 2000).
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> En addition le permanganate de potassium est puissant agent oxydant utilisé pour la

purification de I’eau de boisson (Chin-Chang, 2007).
2.5.Toxicocinétique du Manganese :

Le corps humain contient de petites quantités de Mn et, dans des conditions normales, notre
systeme homéostatique contréle tres bien les quantités présentes (ATSDR, 2000), le mécanisme
essentiel du contrdle de I’homéostasie du manganese est sa vitesse d’élimination, essentiellement
biliaire (élimination urinaire < 2 %) (Barceloux, 1999 ; Biotox, 2005 ; Lafond, 1991).

La toxicocinétique d’une substance chimique représente son absorption, sa distribution, son
métabolisme et son excrétion chez les organismes vivants (SC, 2010).

2.5.1. Absorption et rétention :
Chacun d’entre nous est exposé a des traces dans l'air et en consomme par voie orale a travers
la nourriture et I'eau (Eckel et Langley, 1988 ; US EPA, 1993)(Tableau 03).
Tableau3 : L’apport quotidien de manganése nécessaire (SEMT, 1987).

Moyennes (mg) Etendue (mg)
Aliments 3.0 2.7- 1.0
Eau de boisson 0.005 0.0-1.0
Air 0.002 0.0-29

2.5.1.1.Absorption digestive :

Certains aliments sont tres riches en manganese (céréales, noix, condiments...) (Barceloux,
1999 ; Biotox, 2005 ; Lafond, 1991). L’ apport quotidien a travers la nourriture est de I’ordre de 1
a 10 mg (ATSDR, 2000 ; Who, 1997).L"absorption digestive ne joue qu'un réle secondaire, moins
de 5% du manganése ingéré est absorbé (GNM, 2012).

L’omniprésence du manganése dans les aliments de méme que la nature essentielle de cet
élément ont entrainé le développement de mécanismes d’homéostasie pour le manganése de
source alimentaire (Davis et al, 1993).

Le métabolisme du manganese chez I’homme est rigoureusement contrélé par des mécanismes
d’homéostasie qui s’exercent principalement sur I’absorption gastro-intestinale et I’excrétion. Le
manganese absorbé par voie gastro-intestinale est séquestré par le foie. La majeure partie est
excrétée par voie biliaire et est susceptible de subir un cycle entérohépatique. Le manganese est
principalement éliminé par voie fécale (ATSDR, 2000).

De méme, I’absorption et la rétention du manganése présent dans I’alimentation augmentent

dans des conditions de bilan faible en fer (Arnich et al., 2004; Finley, 1999), probablement a
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cause du partage de la molécule de transport, le transporteur de métaux divalents, par le fer et le
manganése (Gunshin et al., 1997). D’autres facteurs capables d’influencer I’absorption et la
rétention du manganese comprennent d’autres constituants alimentaires tels que les oligo-
minérauX, les phytates ou I’acide ascorbique (Davidsson et al., 1991), ainsi que la solubilité du
composé de manganese (Roels et al., 1997). Plusieurs études animales démontrent que le facteur
déterminant I’efficacité d’absorption est la voie de pénétration dans I’organisme de méme que la
solubilité dans les fluides biologiques de la substance sous laquelle le Mn est présent (Smith et
al., 1995).

2.5.1.2.Absorption pulmonaire :

L'absorption est principalement respiratoire pour les poussiéres et les fumees, fonction de la
spéciation et de la granulométrie des particules en suspension dans lair (GNM, 2012).
L'absorption respiratoire est estimée a moins de 2 pg/jour (Who, 1981).

En revanche, le manganése inhalé absorbé par les poumons n’est pas directement transporté
au foie, il est disponible pour un transport direct au cerveau. On ne croit pas que I’absorption dans
les voies respiratoires soit soumise aux mécanismes homéostatiques; elle est plutét influencée par
des facteurs contribuant au dépot des particules a I’intérieur du systéme respiratoire de I’humain,
notamment la taille des particules, les paramétres chimiques et physiques de la molécule de
manganese, ainsi que les caractéristiques du sujet (SCEC, 1999),puisque les particules déposées
dans les alvéoles sont probablement absorbées, alors que les particules déposées dans la partie
supérieure des voies respiratoires sont soumises aux mécanismes de clairance mucociliaire; elles

peuvent alors étre transportées vers I’appareil digestif (ATSDR, 2000).

2.5.2. Le transport du Manganése :

Une fois absorbé, le Mn est transportée vers les organes riches en mitochondries ou il est
rapidement concentré (SC, 2010).
Aucun transporteur unique de manganése n’est connu chez les mammiféres. Dans le plasma, plus
de 80 % du manganése se lie a la globuline b et a I’albumine, une petite fraction est sous forme de
manganese trivalent lié a la transferrine (Critchfield et Keen, 1994 ; Ueda et al., 1993) et une
petite quantité est sous forme d’ion libre (Harris et Chen, 1994).

2.5.3. Excrétion :

Indépendamment de I’absorption de Mn, le systéme homéostatique maintient généralement un
niveau de concentration stable en régulant I'excrétion (EPA, 1984a et 1984b). Une réserve de
I’ordre de 20 mg de Mn est normalement conserveée dans le foie et I’exces est excrété dans
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I’intestin via la bile. De petites quantités sont aussi excrétées dans I’urine, les phanéres et la
transpiration (EPA, 1993).

Les taux d’élimination peuvent étre modifiés par les taux d’apport en manganese alimentaire et
inhalé (Dorman et al., 2001b, 2002b). Par exemple, plus les taux d’ingestion de manganese sont
élevés, plus la constante de vitesse d’élimination de I’étape rapide et la proportion de la dose de
traceur éliminée pendant I’étape rapide augmenteront (Suzuki, 1975).

L’excrétion biliaire est la principale voie d’excrétion et, une fois que le manganése entre dans
les intestins, une forte proportion de I’élément est ultimement excrétée dans les feces (Davis et al.,
1993; Malecki et al., 1996), excrétion urinaire du manganese est généralement faible (Dorman et
al., 2004c).

Le manganése absorbé est retiré du sang par le foie, ou il est conjugué avec la bile et excrété
dans I’intestin (Vitarella et al., 2000b; Dorman et al., 2001a).

2.5.4. Le stockage dans les tissus :

Le manganése se distribue dans tous les tissus de l'organisme et peut traverser les barriéres
hémato-encéphalique et placentaires (GNM, 2012).

Les érythrocytes sont riches en manganése, le rapport des concentrations sérique/globulaire
étant d’environ 1/25. Le stockage se fait dans les tissus riches en mitochondries (foie, pancréas).
Le rein, les intestins et le cerveau en sont également riches (Barceloux, 1999 ; Biotox, 2005 ;
Lafond, 1991) dans le cerveau, Il s'accumule en particulier dans les noyaux gris centraux de la
base du cerveau ce qui explique la toxicité en relation avec une exposition prolongée (GNM,
2012).

Les hormones thyroidiennes augmentent le stockage intramitochondrial du manganése. Les
glucocorticoides en diminuent la captation hépatique (Barceloux, 1999 ; Biotox, 2005 ; Lafond,
1991).

2.6.Le role de manganeése dans I’organisme :
Le manganese fait partie des oligo-éléments qui présentent une tres large palette de propriétés :

> Réle dans plusieurs systemes enzymatiques (Guide oligothérapie, 2006) joue le role de
cofacteur enzymatique de certaines hydrolases et de certaines transférases (glycosyl transférase,
pyruvate-carboxylase, phosphoénolpyruvate- carboxylase, glutamine-synthétase) et des enzymes
de la synthése des acides nucléiquesetil inhibe I’activation de I’adénylate-cyclase par I’hormone
antidiurétique et interviendrait aussi dans la coagulation (Barceloux, 1999 ; Biotox, 2005 ;
Lafond, 1991).

> ROle dans la régulation du métabolisme des glucides (Guide oligothérapie, 2006).
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> On a souligné son réle dans le métabolisme des carbohydrates, des lipides et des stérols et
dans la phosphorylation oxydative (Missy et al., 2000).

> Le manganese entre dans le cycle de fabrication et de conservation des os (Missy et al.,
2000), en effet, ce sont les os qui en retiennent le plus, soit environ 25% du total corporel. Il a été
montré que I’association de la glucosamine et du manganese permet d’optimiser la production des
glycosaminoglycannes, et donc des protéoglycannes, un des constituants principaux du cartilage
articulaire (Das et Hammad, 2000).

> Le Mn possédeun rdle dans le fonctionnement cérébral.

> Lutter contre les radicaux libres et donc de s’opposer aux effets néfastes du stress oxydatif
(Guide oligothérapie, 2006) telle que le manganese augmente I’activité de la superoxyde
dismutase a manganése qui intervient dans les mécanismes de protection mettant en jeu la
production de radicaux oxygénés (Cambar, 2006).

> En pratique, le manganése est préférentiellement utilisé pour son role de régulateur de la
fonction immunitaire et d’antioxydant. Ces deux propriétés lui permettent a la fois de contribuer
au renforcement des systemes de défense de I’organisme et de s’opposer aux lésions cellulaires et
tissulaires, occasionnées par toutes les situations de conflit se déroulant au sein du corps humain
(Guide oligothérapie, 2006).

> Utilisation en thérapeutique dans toutes les formes d’allergie, marquées par un conflit
entre I’organisme et les agents responsables des allergies (allergenes type pollens, moisissures,
pollution atmosphérique, poils d’animaux, ...), occasionnant de surcroit des Iésions cellulaires et
tissulaires de type oxydatives (Guide oligothérapie, 2006).

2.7.La carence du manganese :

Les états de carence en manganése sont trés rares et entrainent chez I’animal un ralentissement
de la croissance, une atrophie testiculaire. Le manganése a été impliqué dans des troubles
neurologiques (épilepsie) en cas de carence (Barceloux, 1999 ; Biotox, 2005 ; Lafond, 1991).

Une carence en Manganese se traduit par des affections allergiques ORL, des palpitations, de
la tachycardie, des atteintes articulaires, de lirritabilité et de l'agitation (Gunnar et al., 2007 et
Bisson, 2007).
2.8.Les effets toxiques de manganeése :

Les principaux effets a la santé reliés a I’exposition au manganese sont les effets respiratoires
(inflammation pulmonaire, pneumonie, fonction respiratoire réduite), le syndrome neurologique
extrapyramidal de manganisme et des effets neurologiques précliniques de méme que des
problémes au niveau reproducteur (impuissance et fertilité réduite). Le Mn ne semble pas étre un
carcinogeéne et les effets sur les autres organes ne seront pas décrits ici (Claude et al., 2003).
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2.8.1. Effet sur le systeme nerveux central :

De nombreuses études sur des animaux de laboratoire ont examiné les effets du manganése sur
les amines du cerveau, en particulier la dopamine. Bon nombre d’études sur des primates non
humains ont mis en évidence une certaine altération de la fonction dopaminergique apres une
exposition au manganese, notamment une réduction du contenu en dopamine, une dégénérescence
des terminaisons nerveuses dopaminergiques ou une liaison réduite aux récepteurs de dopamine
(Eriksson et al., 1987; 1992a; 1992h).

Les effets du manganese sur d’autres neurotransmetteurs tels que I’acide g-aminobutyrique
(GABA) et le glutamate ont aussi été étudiés. Alors qu’il semble que le manganese peut moduler
le GABA chez les animaux de laboratoire, la nature de la réponse peut varier selon la région du
cerveau ; d’autres travaux doivent étre menés afin de bien comprendre le rble de ce
neurotransmetteur dans la neurotoxicité du manganése. Les résultats dans le cas du glutamate
semblent plus clairs, les données indiquant que le manganése accroit la fréquence de libération du
glutamate et éleve aussi les concentrations extracellulaires en réduisant le captage par les
astrocytes, ce qui peut entrainer une excitotoxicité (Erikson et Aschner, 2003).

L’intoxication chronique est dominée par les désordres neurologiques dont I’issue est proche de
la maladie de Parkinson (Parkinson manganique) en raison d’une atteinte du systeme extra-
pyramidal (stimulation du « turn-over » dopaminergique) (Barceloux, 1999 ; Biotox, 2005 ;
Lafond, 1991), s'installant en quelgques mois ou années (jusqu'a plus de 10 ans), les troubles
nerveux du manganisme chronique ne rétrocédent généralement pas. Pour des expositions a
concentration modérée et/ou limitée, l'atteinte se limite a des perturbations neuro-psychiques
d'apparition insidieuse : asthénie, anorexie, acouphenes, apathie, troubles du sommeil, émotivité,

irritabilité, diminution de la libido, tremblement fin des extrémités (mains, doigts) (GNM, 2012).

2.8.2. Effet sur I’appareil respiratoire :

L’appareil pulmonaire a été relativement bien étudié. 1l n’existe pas de données probantes
montrant que le manganése provoque des changements dans la fonction ou la morphologie
respiratoire aux niveaux examinés, tandis que les données sur la mesure dans laquelle le

manganeése provoque une inflammation des poumons ne sont pas toujours constantes (SC, 2010).

Les dommages au tissu pulmonaire ne sont normalement pas importants mais peuvent inclure
des zones d’oedéme (Lloyd et Harding, 1949). Les symptomes et les signes d’irritation
pulmonaire peuvent inclure une toux, une bronchite, une pneumotite et des réductions mineures

des fonctions pulmonaires (Roels et al., 1997).
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2.8.3. Effet sur I’appareil de reproduction :

Les études publiées montrent que I’exposition in utero des rongeurs et des lapins a des
concentrations suffisamment élevées de manganése exerce de nombreux effets sur le feetus (SC,
2010).

ATSDR (2000) rapporte que Jiang et al., (1996) ont réalisé une étude épidémiologique de
reproduction sur 314 hommes travaillant dans des usines de Mn et avec une ancienneté allant
jusqu’a 35 ans. La moyenne géométrique en Mn dans les poussiéres totales aéroportées était de
0,145 mg Mn/m3 sous forme de MnO2. Les chercheurs n’ont trouveé aucune différence
statistiquement significative au niveau reproducteur entre les travailleurs et les contrdles appariés
mais I’impuissance et le manque de désir sexuel étaient plus élevés chez le groupe exposé.

2.8.4. Effet sur d’autres systemes :

Les effets du manganese sur d’autres systémes que le systéme nerveux, I’appareil pulmonaire et
I’appareil reproducteur n’ont pas été étudiés en profondeur parce qu’ils ne sont pas jugés comme
étant les principaux organes cibles de ce métal. L’exposition au manganése n’a pas été liée de
facon concluante a d’importants effets hématologiques ou cardiovasculaires dans les quelques
études menées chez les animaux. Il n’y a pas beaucoup de données liant le manganese inhalé a
d’importants effets nuisibles sur d’autres organes tels que le foie, le rein ou le pancréas (SC,
2010).

2.8.5. Génotoxicité et cancérogénicité du manganese :

Aucune étude sur les effets génotoxiques et cancérigenes de I’inhalation de manganése n’a été
répertorié dans la littérature, mais ces parametres ont été examinés in vitro et in vivo pour d’autres
voies d’exposition. La United States Environmental Protection Agency a classé le manganése «
non classifiable quant a sa cancérogénicité pour I’humain (Groupe D) ». De plus, le Centre
international de recherche sur le cancer n’a pas encore évalué le risque cancérogene du
manganése. Dans I’ensemble, la mesure dans laquelle le manganése a des effets génétoxiques
demeure incertaine et on ne peut tirer aucune conclusion définitive concernant la cancérogénicité

de ce meétal en se fondant sur les études publiées, qui sont limitées et équivoques (SC, 2010).
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3. Les huiles essentielles :
3.1.Généralités :

Une huile essentielle est un extrait liquide tres complexe qui contient les principes actifs d'une
partie d'un végétal, c'est le résultat de I'extraction de I'essence d'une plante aromatique (Calvet,
2012).

Une huile essentielle est définie comme étant « un produit obtenu a partir d’une matiére premiére
d’origine végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par des procédés physique; soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus,
soit par des distillations seche » (Duval, 2012).
3.2.Répartition :

Les huiles essentielles peuvent étre stockées, dans tous les organes végétaux : fleurs (origan),
feuilles (citronnelle, eucalyptus), bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), rhizomes (acore),
fruits (badiane) ou grains (carvi). Elles peuvent étre présentes a la fois dans différents organes
(Ochoa, 2005).
3.3.Biosynthese et composition chimique :

La cellule végétale est le siege de la biosynthése des composés fondamentaux de la matiére
vivante. Elle est capable de coordonner les multiples réactions enzymatiques conduisant a la
production d’huiles essentielles. Certaines cellules prennent en charge ces biosynthéses et
également le stockage des métabolites formés. Il s’agit Ia de tout un ensemble de réactions
biochimiques participant a la vie des plantes : respiration, photosynthése, etc (Garnéro, 1996). Il en
résulte que les huiles essentielles, constituées des mélanges complexes de composés organiques,
possedent des structures et des fonctions chimiques trés diverses (Lahlou, 2004). Ces constituants
appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques
distinctes :

e Le groupe des terpénoides (isopréniques, monoterpénes, les sesquiterpénes, les diterpénes et les
triterpenes) (Clarke, 2008).

e Le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents.
Elles peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des
constituants non volatils (Bruneton, 1999).

3.4.Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles :
Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire (Degryse et al., 2008).Elles sont treés inflammables et trés odorantes, liquides a

température ambiante. Exposees a l'air, les huiles essentielles se volatilisent. Elles ne sont que trées
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rarement colorées. Leur densité est en général inférieure a celle de I'eau sauf les huiles essentielles
de sassafras, de girofle et de cannelle. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la
lumiére polarisée (optiqguement active) (Bruneton, 1999 ; Desmares et al., 2008).

Elles ont parfois un toucher gras ou huileux mais ce ne sont pas des corps gras. Par évaporation,
peuvent retourner a I'état de vapeur sans laisser de traces, ce qui n'est pas le cas des huiles fixes
(olive, tournesol ...) qui ne sont pas volatiles et laissent sur le papier une trace grasse persistante
(Bernadet, 2000).

Elles sont liposolubles, entrainables a la vapeur d’eau. En ce qui concerne leurs propriétés
chimiques (Benayad, 2008).Par contre, elles sont solubles dans les solvants organiques usuels
(Bruneton, 1999).Les huiles essentielles sont constituées de différents composants : Terpénes,
aldéhyde esters, cétones, lactones....
3.5.Les techniques d’extraction des huiles essentielles :

Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent identiques quel que
soit le « type » d’extraction utilisé. 1l est nécessaire dans un premier temps d’extraire de la matiere
végétale les molécules aromatiques constituant I’huile essentielle, puis dans un second temps de

séparer ces molécules du milieu par distillation (Lucc, 2005) (Figure 02).

1. Chauffage dela 2. Séparation des molécules

matrice : destruction des et de la matrice

parois

\ / Libération des

molécules aromatiques

Figure 2: les étapes de I’extraction des huiles essentielles(Lucc, 2005).
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3.5.1. Ladistillation :

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant I'entrainement des substances
aromatiques grace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée & I'heure actuelle. La méthode est
basée sur l'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure aux points d'ébullition des
deux composés, I'huile essentielle et I'eau, pris séparément. Ainsi, les composés volatils et I'eau
distillent simultanément a une température inférieure a 100 °C sous pression atmosphérique
normale. En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par Sa vapeur d'eau sans subir
d'altérations majeures (Franchomme et al., 1990). Il existe précisément trois différents procédés
utilisant ce principe : I'hydrodistillation, I'hydrodiffusion et l'entrainement a la vapeur d'eau.
Beaucoup de confusions régnent autour de [l'utilisation de ces trois termes. Quelques
éclaircissements s'imposent donc (Lucchesi, 2005).

3.5.1.1.L"hydrodistillation (water distillation) :

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel
végeétal est immergé directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le
tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un réfrigérant et
I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile essentielle étant
plus légéere que l'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de I'hydrolat
(Lucchesi, 2005).

3.5.1.2.La distillation par entrainement a la vapeur d'eau (steam distillation) :

A la différence de I'hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I'eau et la
matiere végétale a traiter. Le principe de la distillation a la vapeur d'eau consiste a faire passer la
vapeur d'eau a travers la plante a une température adéquate pour détruire les cellules végétales,
libérer les molécules aromatiques et les entrainer dans un serpentin de refroidissement. La, les
vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un mélange «eau + huile essentielle».
Recueillies dans un essencier, I'huile essentielle et I'eau florale se séparent par simple différence de
densité. L'absence de contact direct entre I'eau et la matieére végétale, puis entre l'eau et les
molécules aromatiques évite certains phénomenes d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la
qualité de I'huile (Neffati, 2010).

3.5.1.3.L"hydrodiffusion :
Est une variante de I’entrainement a la vapeur (Figure 03). Dans le cas de I’hydrodiffusion, le
flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant. Cette technique exploite ainsi I’action

osmotique de la vapeur d’eau.
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Le principe de cette méthode réside dans I’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser
le mélange « Vapeur d’eau + huile essentielle » dispersé dans la matiére végétale. Comme pour
I’entrainement a la vapeur d’eau, I’hydrodiffusion présente I’avantage de ne pas mettre en contact le
matériel végétal et I'eau. De plus, I’hydrodiffusion permet une économie d’énergie due a la
réduction de la durée de la distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur (lucc,
2005).
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Figure 3 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante(Lucc, 2005).

3.5.2. Extraction par micro-ondes :

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelé Vacuum Microwave Hydrodistillation (VMHD)
consiste a extraire I’huile essentielle a l'aide d'un rayonnement micro-ondes d'énergie constante et
d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau de constitution de la matiére végétale traitée entre
dans le processus d'extraction des essences. Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-
ondes et de la pression réduite de facon séquentielle dans I'enceinte de I'extraction, I'eau de
constitution de la matiére vegétale fraiche entre brutalement en ébullition. Le contenu des cellules
est donc plus aisément transféré vers l'extérieur du tissu biologique, et I'essence est alors mise en
ceuvre par la condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats.
Cette technique présente les avantages suivants : rapidité, gain de temps, d'énergie et d'eau, extrait
dépourvu de solvants résiduels (Chemat, 2009 ; Brian, 1995 ; Mompon, 1994)(Figure 04).
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Figure 4: Systeme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes (Lucchesi et al.,2004)

3.5.3. L’extraction au CO2 supercritique :

L’extraction par fluides supercritiques a pris ces derniéres années beaucoup d’essor concernant
I’extraction des extraits végétaux. Le principal avantage de cette technique est celui de combiner les
caractéristiques des gaz et des liquides pendant le processus d’extraction. En outre tous les
processus de dégradation possibles tels que I’oxydation ou I’isomérisation sont réduits au minimum
du fait que le temps d’extraction y est réduit. Au-dela du point critique (P= 73,8 bars, T°® = 31,1 °
C), le CO, posséde des propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui lui
confere un bon pouvoir d’extraction (Piochon, 2008)(Figure 05).
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SCHEMA DE PRINCIPE
D’EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE
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Figure 5: Schéma du principe de la technique d’extraction par le CO2 supercritique
(Pourmortazavi, 2007).

3.5.4. Extraction par les solvants et les graisses :

Il s'agit d'extraits des plantes obtenus au moyen de solvants non aqueux. Ces derniers peuvent
étre des solvants usuels utilisés en chimie organique (hexane, éther de pétrole) mais aussi des
graisses, des huiles (absorption des composés volatils lipophiles par des corps gras) ou méme
encore des gaz. Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau si bien que les extraits
ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon nombre des composés
non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres (Richard, 1992 ;
Robert, 2000). Dans le cas des extraits a l'aide de corps gras, un lavage a I'éthanol permet
I'élimination de ces composés non désirables. La solution alcoolique ainsi récoltée est refroidie
jusqu'a -10 °C pour en séparer les cires végeétales qui se solidifient. Aprés distillation de I'alcool, le
produit obtenu est appelé "absolu" et sa composition se rapproche de celle d'une huile essentielle
(Proust, 2006).

L'extraction a l'aide des solvants organiques pose un probleme de toxicité des solvants résiduels
ce qui n'est pas négligeable lorsque I'extrait est destiné aux industries pharmaceutique et agro-
alimentaire (Bruneton, 1999).

3.5.5. Expression a froid:

Le procédé de I’expression a froid est plus rentable que I’hydrodistillation pour I’obtention
d’huiles essentielles de zestes d”hespéridés. Le principe en est basé sur la rupture ou la dilacération
des parois des sacs oléiferes contenues dans I’écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces
sacs sur les parois, via une gamme variée d’appareillage (Roux,2008 ; Florent, 2011).
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3.6.Toxicité des huiles essentielles :

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue ; on manque aussi des données
sur leurs éventuelles propriétés mutagenes, tératogénes ou cancérogenes (Bruneton, 1993).La
plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en
vue d’évaluer le risque que représente leur emploi. Il existe quelques huiles essentiellesdont certains
composés sont capables d’induire la formation de cancer, c’est le cas par exemple de dérivés
d’allybenzéne ou de propenylbenzéne comme le safrole, I’estragole, la B-arasone, et le methyl-
eugénol (Guba, 2001).
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4. Clou de girofle :
4.1.Historique :

Le clou de girofle compte parmi les épices les plus anciennes. On peut lire dans des écrits
antiques qu’il a été introduit il y a plus de 2000 ans en Chine, en Inde, et plus tard dans I’Empire
romain. En Chine, les courtisans avaient coutume de macher un clou de girofle lorsqu’ils
adressaient la parole a I’empereur. Les Arabes ont apporté le clou de girofle en Europe. Mais on
ignorait & I’époque quelle était son origine exacte. Les premiéres indications plus précises datent du
13e siecle. Le gouverneur francais Poivre a réussi en 1769 a acclimater le giroflier aux Tles
africaines Maurice et de la Réunion. La désignation botanique Syzygium vient du grec syzygos, qui
veut dire «assemblé» et se réfere aux feuilles assemblées par paires d’une espéce jamaiquaine
(EGK, 2013).
4.2.Généralités :

Le Clou de Girofle est issu d'un arbre (le Giroflier) a feuilles effilées vert foncé, qui pousse dans
les régions tropicales, les boutons floraux vont de la couleur créme a la couleur rouge, et ses baies
sont pourpres. Les clous sont en fait les boutons floraux séchés au soleil (Morigane, 2012). Bouton
floral (clou de girofle) a odeur caractéristique et a saveur chaude et piquante. La plante renferme 15
a 20% d’HE extraite a partir des boutons floraux desséchés du giroflier. L’essence du girofle est
officinale, elle est utilisée en médecine dentaire comme antiseptique caustique et analgésique. Elle
entre dans la préparation d’alcoolats (alcoolats de mélisse composée). En alimentation, le clou de
girofle est une épice trés utilisée (Rhayour, 2002).
4.3.Nomenclatures et classification botanique :

Giroflier, Syzygium aromaticum (S. aromaticum), Eugenia caryophylus, Eugenia caryophyllata
ou Caryophyllus aromaticus(USDA, 2010), ou connu par le nom populaire : clou de girofle,
antofle, griffe de gorofle (Betty Bossi, 2001) appartient a la famille des myrtacées (Auzias et al.,
2008).La famille des Myrtaceae comprend plus de 1000 especes d'arbres, et ce genre comprend
environ 500 espéces d'arbres persistants au feuillage vernissé (Clotilde, 2008).

Selon Aouadhi, 2010, le clou de girofle est classe selon la détermination botanique suivante :

e Régne : Plantae

e Embranchement : Magnoliophyta (angiospermes)
e Classe : Magnoliopsida

e Ordre : Myrtales

e Genre : Syzygium

e Espece : Syzygium aromaticum

29



Clou de girofle Partie bibliographie

4.4 Habitat et culture :

Originaire des iles Moluques, en Indonésie (BGJF, 2000), et du sud des philippines (Neu,

2011). 1l est cultivé aujourd'hui dans de nombreux pays tropicaux, particulierement dans les fles de
Zanzibar, Madagascar, Pemba et Grenade (Betty Bossi, 2001).
Les especes les plus fines sont les clous de girofle des Moluques, archipel de I’est de I’Indonésie,
ainsi que celles de Penang, Zanzibar et Madagascar. Les clous de girofle américains sont réputés
étre de qualité inférieure a cause de leur plus faible teneur en huile essentielle (EGK,
2013)(Tableau 04).

Tableau4: Production de Clou de girofle en tonne en chiffres (2003-
2004)(Crouzet et Richard, 2009).

Pays Tonnes %
Indonésie 88000 71
Madagascar 15500 12
Tanzanie 12500 10
Sri Lanka 4100 03
Comores 3000 02

4.5.Description botanique:

Le giroflier est un grand arbre au tronc gris clair de 12 a 15 métres de hauteur pouvant atteindre
jusqu’a 20 metres de haut. Il présente un port érigé et pyramidal. C’est un arbre a croissance rapide,
qui se plante au printemps, dans un sol humifére, frais, acide ou neutre, fertile ou riche et bien
drainé. 1l peut se planter au soleil ou a mi-ombre. Le girofle commence a fructifier vers la 5¢éme ou
6éme année, ce n’est que vers 8 & 10 ans que la récolte de clous commence a étre appréciable. La
pleine production est atteinte vers 20 ans. Dans les plantations soignées, la production se maintient
jusque vers I’age de 75 ans. Les rendements moyens sont de I’ordre de 6 a 16 kg de clous frais par
arbre et par an. Les rendements a I’hectare en clous varient de 900 kg a 2 tonnes. Malheureusement,
la production des girofliers est trés irréguliére et on ne peut compter sur une bonne production
qu’une fois tous les 3 a 4 ans (Clotilde, 2008). L'arbre donne en Janvier/Février des boutons
floraux, ou clous de girofle, pourpres cramoisis, groupés en cimes terminales. lls sont cueillis en
Juillet avant I'épanouissement de la corolle, quand ils commencent a prendre une teinte rosée, puis
de nouvelles inflorescences apparaissent des le mois d'Ao(t et seront récoltées vers le début de
I'année suivante. Les clous de girofle sont mis ensuite a sécher sur des claies au soleil ou a feu doux,
pendant trois jours, avant de procéder a I'égriffage pour éliminer les pédicelles ou griffes. Au cours
du séchage, clous et griffes perdent entre 67 et 72 % d'eau (Richard, 1974 ; Richard et Loo,
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1992). Ses feuilles, de 8 a 10 cm de long, sont coriaces, persistantes, opposees, pétiolées, ovales,
aux limbes lancéolés, a la face supérieure vert rougeatre et a la face inférieure vert sombre,
Iégérement ponctuée. Elles sont aromatiques et dégageant une forte odeur de clou de girofle au
froissement. L’inflorescence comprend de petites cymes (4-5 c) compactes et ramifiées, regroupées
en panicules de trois a cing petites fleurs parfumées m, au calice tubulaire blanc cassé, puis rouge
(quatre sépales rouges charnus et persistants) et a la corolle blanc rosé (quatre dialypétales blancs)
(Ghedira et al., 2010)(Figure 06).

Figure 6:(de gauche a droite) feuille et fleur du giroflier; quelques boutons floraux, clou
séché(Benzeggouta, 2014).

4.6.Composition chimique de clou de girofle :

Les clous de girofle renferment des hétérosides de chromones, glucosides des stérols (sitostérol,
stigmastérol et campestérol), acide oléanolique, camphérol, 6 % protéines, 20 % lipides, 61 %
carbohydrates, vitamines et entre 15 a 18% d'huile volatile, les tiges entre 4 a 6% et les feuilles ont
un rendement de 2 a 3 % (Leung, 1980 ; Bruneton, 1999). Les clous de girofle contiennent aussi
des molécules phénoliques comme : I’acide gallique, flavonols glucosidiques, tannins, eugéniin,
dehydrodieugénol, O, O’-dimethyldehydrodieugeno (Kurokawa et al., 1998; Shan et al., 2005;
Pisano et al.,2007).

4.7.Huile essentielle de clou:

L‘huile essentielle de clous, obtenue aprés distillation de I’épice. Les clous fournissent entre 11
et 13% d’huile essentielle a 78-98% d’eugénol. Elle est de couleur jaune a jaune pale, caractérisée
par une odeur épicée, puissante, aromatique et aldéhydée montante de téte (Demangel, 2011). Il est
aussi possible de I’obtenir par extraction du clou par un solvant organique mais I’huile est
généralement dans ce cas de qualité inférieure est raison de traces résiduelles du solvant. On pourra
noter qu’une étude menées en 2006 a montrer qu’une extraction par le dioxyde de carbone
supercritique est tout a fait possible avec un rendement maximum dans les conditions suivantes :

pression de 10 MPa (méga pascal) et température de 50°C (Clotilde, 2008).
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4.7.1. Composition chimique de I’huile essentielle de clou :

L’huile essentielle contient, selon une étude récente, 28 composés avec I’eugénol comme
composé majoritaire a 80.95%, eugényl acétate 5.01%, -caryophyllene 3.14%, Myrcene 1.84%,
terpinene 1.65%, comme principaux constituants (Fayemiwo et al., 2014).

Une méme espece botanique, en fonction de différentes conditions (sol, ensoleillement, saison de
cueillette, partie de la plante), peut fournir des huiles essentielles de compositions différentes
(Lamendin et al., 2004)(Tableau 05).

Tableau 2: Composition chimique d’huile essentielle de clou de girofle
(Crouzet et Richard, 2009).

Composés (%) Madagascar Indonésie
Eugénol 77.5 79.87
p-caryophyliée 4.6 6.91
a-humulene 0.50 0.83
Acétate d’eugénol 16.01 9.56
Oxyde caryophyllée 0.22 0.19
a-copaene 0.05 0.21
Meéthyle d’eugénol 0.02 0.06
Iso-eugénol 0.04 0.08
chavicol 0.13 0.15
Méthyle de salicylate 0.15 0.10

4.7.2. Propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle de clou de girofle :

D'aprés (Treiner, 2000), l'une des caractéristiques fondamentales de I'H.E. des clous de girofle
est sa densité élevé (d= 1,066 > d’eau = 1.00), ce qui nous permet de les séparer par simple
décantation (Tableau 06).

Tableau 3:propriété physico- chimique de I’huile essentielle de clou de girofle(Trimeta, 2012)

Odeur épicée, caractéristique de I’Eugénol

Liquide mobile, trés légérement visqueux

Densité 1.042 4 1.065 a 20°C
Solubilité insoluble dans I’eau ; soluble dans I’alcool 70°

Point éclair: >03.3°C

Point 251.00 °C
Explosion Aucun risque d’explosion a la température ambiante
Combustion Ne contient pas de substance comburante connue, susceptible de s’enflammer
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4.8.Utilisation et propriété de clou de girofle et leur I’huile essentielle :

Pharmacologie de la Plante Traditionnellement, les clous de girofle étaient utilisés pour le
traitement des maux de dents, de la bouche, de la gorge, de I'inflammation de la muqueuse buccale
et de la mauvaise haleine. En usage externe contre le rhumatisme, les myalgies (douleurs
musculaires), la sciatique et anesthésiant local dans les soins des plaies. Par voie orale, les clous de
girofle sont utilisés dans le traitement des troubles digestifs : ballonnement épigastrique, lenteur a la
digestion, éructations et flatulences (Van Wyk et Wink, 2004; Ghedira et al., 2010).

Dans les études scientifiqgues modernes les clous de girofle extraits avec différentes méthodes
sont étudiés pour leurs vertus médicinales: I’extrait supercritique posséde un effet antioxydant
puissant en le comparant aux antioxydants de synthese mais un effet antibactérien modéré
(Ivanovic et al., 2013); I’extrait obtenu par ultrasons posséde un effet antioxydant important et une
grande quantité de composés phénoliques par rapport a I’extraction hydroéthanolique classique
(Alexandru et al., 2013); I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation classique et les
polyphénols présentent un bon effet antioxydant par rapport aux témoins (Gulgin et al., 2012; Liu
et al., 2008); I’extrait aqueux posséde un effet antibactérien important en le comparant avec celui de
cannelle (Al-dhaher, 2008); effet antibactérien puissant mais inférieur a celui de la cannelle en
phase vapeur (Kloucek et al., 2012); antifongique (Guynot et al., 2005); anti-aspergillose et anti-
dermatophytose par I’inhibition de la kératinase et de I’élastase des champignons (Khan et Ahmad,
2011); effet larvicide de I’huile sur les moustiques Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus,
vecteurs principales de la dengue, de la fievre jaune, fievre du Nil (virus du Nil occidental) et le
paludisme aviaire (Fayemiwo et al., 2014); effet hypoglycémiant de I’huile avec réduction des
dommages du cristallin, du muscle cardiaque et du foie (Shukri et al., 2010); I’infusion administrée
par voie orale inhibe significativement la progression du cancer de poumon chez I’animal
(Banerjee et al., 2006). L’eugénol est antiviral anti-herpés (Khan et al., 2005); anti-inflammatoire,
analgésique, antioxydant et anticancéreux (Kamatou et al., 2012), les propriétés antiagrégantes
plaquettaires de I’eugénol impliquent une grande prudence lors de I’utilisation d’huile essentielle ou
d’infusion de clou de girofle chez un patient traité par anticoagulant ou antiagrégant. On a
également rapporté des cas de coagulations intravasculaires disséminées (CIVD) aprés ingestion
accidentelle d’huile de clou de girofle (Neu, 2011). En agriculture, I’huile essentielle possede un
effet herbicide et protecteur des cultures contre les insectes et les champignons (Tworkoski, 2002;
Dayan et al., 2009), effet insecticide sur les charangons nuisibles des graines en stocks (Viteri et
al., 2014).En alimentation, les clous de girofle entiers, mais aussi en poudre, servent a aromatiser

les conserves de légumes, le chou rouge ou la choucroute, les compotes de pommes et autres fruits
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(EGK, 2013), et leur huile essentielle est communément utilisée comme épice alimentaire et

comme préservatif d’aliments (Ferland, 2011).
4.9.Toxicité de clou :

L'usage abusif du clou de girofle peut devenir toxique. De grandes quantités doivent étre évitées
pendant la grossesse. Le clou de girofle peut étre irritant pour les voies gastro-intestinales et devrait
étre évité chez des personnes ayant des ulcéres gastriques, des colites ou le syndrome du cblon
irritable. Dans les surdoses, les clous de girofle peuvent causer des nausées, des vomissements, des
diarrhées et de fortes hémorragies digestives. La surutilisation peut conduire a une insuffisance
rénale, des modifications de la fonction hépatique, une dyspnée, une perte de conscience, des
hallucinations et méme la mort. L'huile de clou de girofle, riche en eugénol peut irriter la peau et les
muqueuses. En usage externe elle est potentiellement dermo-caustique. Son emploi dépend de la
dose ; 100g de clous de girofle en une fois est mentionné toxique (Aouadhi, 2010).
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5. Le stress oxydant :
5.1.Définition :

Le stress oxydant, résultant d’un déséquilibre entre la production d’oxydants et les mécanismes
de défenses antioxydantes (Morenal et al., 2002), ce qui se traduit par des dommages oxydatifs de
I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec perturbations des membranes cellulaires,
les protéines avec I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de
mutation et de cancérisation. Un stress oxydatif peut donc se développer suite a une surproduction
des oxydants comme les espéces activées de I’oxygene et/ou a une diminution des systémes de
défense antioxydants (Sergent et al., 2000).

5.2.Les radicaux libres :

Un radical libre (RL) est une espéce chimique neutre ou chargée dont la couche périphérique
contient un électron non couplé. Cet électron célibataire confére aux RL une certaine instabilité.
(Corinne, 2010). Cela qui augmente considérablement sa réactivité par nécessité de se combiner
avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénoméne d’oxydation (Finaud et al.,
2006b ; Mac Laren, 2007) .Sa durée de vie est trés courte (quelques millisecondes voir quelque
nanosecondes) et il est symbolisé par un point qui indique ou I’électron libre se situe (Goto et al.,
2008).

Les radicaux libres peuvent étre formeés par trois procédés :

1. Addition d’un électron libre a un non radical (NR + e- —» R") ;

2. Perte d’un électron par un non radical (NR —e- — R") ;

3. Scission homolytique d’une liaison covalente (A: B — A'+B") (Bonnefont-Rousselot et al.,
2003).

5.2.1. Différents types des ROS :

Les espéces réactives oxygénées ERO L’appellation dérivés réactifs de I’oxygéne (ROS dans la
littérature internationale, pour reactive oxygen species) n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux
libres de I’'oxygene proprement dit (radical superoxyde (-O2 -), radical hydroxyl (:OH), monoxyde
d’azote (NO:)...), mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante comme le peroxyde d’hydrogene (H202) et le peroxynitrite (ONOO-) (Fontaine et al.,
2002) (Figure 07).
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Figure 2:voie métabolique de I’oxygene et des ERO (espéces réactives de I’oxygene)
(Favier, 2003).

5.2.2. Synthése physiologique des radicaux libres :

La formation de ces RL survient essentiellement de la fagcon suivante : c’est I’activation de
I’oxygéne qui va amorcer la réaction soit par un gain d’énergie (rare), soit par un gain unitaire
d’électron (voie de la réduction univalente de I’oxygeéne). Il s’agit la de formes dites activées de
I’oxygéne (radicaux libres oxygénés : RLO). Cette voie est la conséquence de I’auto-oxydation de
nombreuses substances intracellulaires (épinéphrine, ferrédoxine, hémoglobine) ou lors de
processus d’oxydo-réduction le long des chaines respiratoires des mitochondries ou des membranes

des polynucléaires ou des macrophages (Corinne, 2010).

5.2.3. Role physiologique des especes réactives oxydantes :

De facon physiologique, les ERO existent dans les cellules et dans les tissus a des concentrations
faibles mais mesurables (Halliwell et Gutteridge, 1989 ; Sies, 1991). Les radicaux libres
participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la
défense immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par apoptose des cellules
tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et

notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de l'ovule, a la régulation des genes (Favier,
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2003), a la production énergétique, au reglement de la croissance des cellules et a la signalisation
intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

5.3.Les maladies liées au stress oxydatif :

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale de
radicaux (Favier, 2003).

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains genes, le
stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose
latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedéme pulmonaire, vieillissement
accélére, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales, rhumatisme, I’athérosclérose, le diabéte
(Atawodi, 2005 ; Georgetti et al.,2003).

5.4.Préventions par les antioxydants:
5.4.1. Définition :

Le terme antioxydant était a I’origine utilisé pour désigner les substances chimiques qui
empéchent les réactions avec I’oxygéne. A la fin du XIX°® siécle et au début du XX° siécle les
propriétés des antioxydants ont été largement étudiées pour leur utilisation dans les procédés
industriels afin de réduire, par exemple, la corrosion des métaux. Les antioxydants, dans le cas
présent, sont des molécules naturellement produites par le corps ou bien apportées par
I’alimentation pour combattre les effets toxiques des radicaux lors du stress oxydant. La production
des entités oxydantes est constamment en équilibre avec les systéemes de défenses antioxydantes
(Auberval, 2010).

5.4.2. Mécanisme d’action :

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneur
d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol. En plus leurs
radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par résonance et par
manque de positions appropriées pour étre attaqué par I’oxygéne moléculaire.

Les antioxydants sont en fait des agents de préventions, ils bloquent I’initiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec I’oxygeéne, ou des agents de terminaison capable de dévier ou de
piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires. D’autres en
interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical

d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres
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antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de I’oxygéne singulet pour transformer en chaleur
(Berset et Cervelier, 1996).

5.4.3. Les systémes de défense antioxydants :

L’organisme est doté d’un ensemble de systemes de défenses antioxydantes tres efficaces afin de
diminuer la concentration des entités oxydantes dans I’organisme (Auberval, 2010). La nature des
systemes antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le
milieu intracellulaire ou extracellulaire (Bonnefont et al., 2003). Il existe différents types de
molécules qu’elles soient naturelles ou synthétiques et dont le mode d’action repose sur un systeme
enzymatique (premiéres lignes de défense) ou non (molécules piégeuses d’électrons) (Auberval,
2010).

5.4.4. Les mécanismes de défense enzymatiques :
5.4.4.1.50D:

Les superoxydes dismutases sont capables d’éliminer I’anion superoxyde en produisant une
molécule d’oxygene et une molécule de peroxyde d’hydrogene. Il existe plusieurs isoenzymes qui
different selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure
quaternaire et leur localisation cellulaire. La structure des superoxydes dismutases est bien
conservée lors de I’évolution et présente un puit hydrophobe au centre de la protéine dans lequel se
glisse I’anion superoxyde. La nature du métal situé au centre de I’enzyme permet de distinguer les
superoxyde dismutases a manganese (MnSOD) protégeant la mitochondrie, de celles a cuivre-zinc
protégeant le cytosol (cCu-ZnSOD), la face externe de la membrane des cellules épithéliales (ecCu-
ZnSOD) ou le plasma sanguin (pCu-ZnSOD) (Zelko et al., 2002). Les superoxydes dismutases a
cuivre-zinc catalysent les réactions suivantes :

SOD-Cu” +0 »-—SOD-Cu_ +0 -
2+ + 2+
SOD-Cu O-+2H —SOD-Cu +HO,
Billan : OZ-- + 02-- +2H+ — 02+ HZO2
5.4.4.2.Les catalases :

Le H202 formé, intermédiaire dangereux pour la cellule, est partiellement éliminé par les
catalases localisées dans les peroxysomes. Cette localisation est stratégique puisque c’est la que des
enzymes a flavines, I'urate oxydase, la glucose oxydase et les D-amino-oxydases produisent le
H202 (Lehucher et al., 2001).

H,O, +H,0, — 3 2H,0+0,
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5.4.4.3.Les glutathions peroxydases (GSH-PXx) et glutathions réductases (GR) :

La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous unités contenant chacune un
atome sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. La glutathion peroxydase est
présente dans les liquides extracellulaires (sang) et dans les cellules au niveau du cytoplasme et des
membranes. Elle assure la réduction du peroxude d’hydrogene en eau, des hydroxydes organiques
(ROOH) en alcools (ROH) et des espéces radicalaires en especes on radicalaires, grace a la

présence de glutathion réduit (GSH), selon le mécanisme suivant :

Gpx (Se)
2H,0, +2GSH —»  GSSG + 2H,0
ROOH + 2 GSH —— ROH +H,0 + GSSG
2R + 2GSH > 2RH +GSSG

Les molécules toxiques sont ainsi transformées en molécules assimilables comme I’eau et I’alcool.
Dans chacune de ces réactions, une molécule de glutathion oxydée GSSG est obtenue. Pour que
cette réaction perdure, il doit y avoir un taux constant de GSH, ce qui est rendu possible par la
glutathion réductase (GR). Elle catalyse la réduction du GSSG en GSH, a I’aide du cofacteur
NADPH sous forme réduite (NADPH, H"). Le NADPH, H" provient de I’oxydation du glucose-6-
phosphate en 6-phosphogluconate par le glucose -6- phosphate déshydrogénase, de la voie des
pentoses phosphate (Auberval, 2010).
GSSG + NADPH, H¥ ——» 2GSH +NADP"

5.4.5. Les mécanismes de défense non enzymatique :

Certaines molécules présentes dans I’organisme ont des propriétés antiradicalaires. Ces
antioxydants sont pour la plupart apportés par I’alimentation, d’ou I’attention portée aux aliments
dans le renforcement du systeme de défense contre le stress oxydant. Ces molécules agissent par
échange ou appariement d’électron célibataire. Elles sont capables d’inactiver les especes réactives
de I’oxygéne par des processus d’oxydoréduction. Il s’agit en quelque sorte de substance a effet
tampon : lorsqu’elles sont présentes dans des zones de risque, comme les membranes cellulaires,
certaines protéines et I’ADN, elles les protegent en orientant I’espéce réactive vers une voie
métabolique précise. Les acides ascorbique et urique présentés précédemment, ces molécules sont
essentiellement la vitamine E, le béta-carotene, les flavonoides, les thiols, les quinones, les

chélateurs de métaux et les oligo-élements (Lehucher-Michel et al., 2001).

5.4.5.1.Vitamine E :
La vitamine E (a-tocophérol) est I’antioxydant liposoluble majeur des lipides. Elle protege in

vivoles structures moléculaires particulierement sensibles a I’oxydation (double liaisons desacides
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gras polyinsaturés, bases nucléotidiques des brins d’ADN) et les structures condenséesriches en
lipides (membranes, lipoprotéines). La régénération de I’a-tocophérol se fait enpermanence par les
quinones et la vitamine C au niveau des sites d’action de la vitamine E, al’interface entre les lipides
et I’eau. Le potentiel antioxydant de I’a-tocophérol estimportant malgré sa faible concentration
membranaire. La teneur en vitamine E membranaireet son stockage adipeux, hépatique et
musculaire sont d’ailleurs peu influencés par les apportsnutritionnels (Guillang et Lhuissier,
1996).

5.4.5.2.Vitamine C (acide ascorbique) :

Ses propriétés antioxydantes sont attribuées a sa capacité d’étre réduit en radical ascorbyle apres
la perte d’un électron ou d’un proton. Ce radical peut facilement s’oxyder en captant I’anion
superoxyde et certaines espéces radicalaires (perhydroxyles et peroxyles) (Valko et al., 2006, Van
Antwerpen, 2006).

5.4.5.3.Caroténoides :

L’activité antioxydante de ces molécules repose principalement sur la présence de nombreuses
doubles liaisons conjuguées au sein de leur structure (Mortensen et al., 2001). Généralement, elles
interagissent avec les radicaux libres (ROOH, RH) par 3 mécanismes, soit par I’abstraction
d'hydrogene, transfert d'électron et addition du radical (EI-Agamey et al.,2004).

5.4.5.4.Acide lipoique (acide 1,2-dithiolane-3-pentanoique ; C8H1402S2) :

Cet acide est aisément absorbé et converti rapidement dans de nombreux tissus a la forme réduite
dithiol, I’acide dihydrolipoique (Smith et al., 2004). Il joue un réle important dans le piégeage des
ERO, la régénération des antioxydants endogenes et exogeénes tels que les vitamines C et E et le
glutathion, la chélation des métaux Cu?* et Fe?*(Valko etal., 2006).

5.4.5.5.Alumine :

Il se trouve en grande quantité dans le plasma posséde une fonction thiol qui lui permet de jouer
un antioxydant puissant a fixer les différents métaux (Cu®*, Fe®*...) et de prévenir leur effets
oxydants (Halliwell et Gutteridg, 1990).

5.4.5.6.Composés phénoliques :

Ces substances sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne pour leurs activités
antioxydantes (Rice-Evans et al., 1996 ; Kolesnikov et Gins, 2001).Vue leurs propriétés redox les
plus élevées, les polyphénols agissent comme des agents réducteurs, donneur d’hydrogene en
piegeant les radicaux libres et en chélatant les ions (Cook et Samman, 1996; Valko et al., 2006).
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5.4.6. Risque des antioxydants :

Un antioxydant peut devenir pro-oxydant et avoir I’effet contraire de celui escompté a partir du
moment ou la dose ingérée est trop importante. Ainsi, lors des supplémentations, il ne faut pas
dépasser les doses indiquées. De plus, les antioxydants ingérés dans le bol alimentaire n’ont pas la
méme biodisponibilité que s’ils sont ingérés sous forme purifiée. Par exemple, une ingestion de 100
mg de quercétine par I’alimentation augmente son taux sanguin, mais la prise de 100 mg de
quercétine purifiée augmente 10 fois son taux sanguin, dose qui devient alors toxique. Ainsi le
catabolisme oxydant de la quercétine conduit a la formation de produits secondaires, qui facilitent la
formation des anions superoxydes et diminuent le GSH (Metodiewa et al., 1999). Des études ont
également montré que I’oxydation des polyphénols antioxydants génére des anions superoxydes, du
peroxude d’hydrogene et des complexes qui sont potentiellement toxiques (Sang et al., 2005).
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1. Préparation de I’huile essentielle de plante :
1.1.Matériel végetal :

La plante utilisée dans notre étude se trouve sur le marché tout au long de l'année, pour son
importance majeure dans la culture Algérienne comme épice culinaire et méme médicale, il s'agit
du clou de girofle " Syzygium aromaticum". Elle a été achetée sous forme séchée d’un magasin
d’épices située a cité castor dans la wilaya de Saida (Tableau 08).

Les clous de girofle sont broyés a l'aide d'un broyeur électrique (& usage domestique) jusqu'a
l'obtention d'une poudre qui sera conservée dans un bocal en verre hermétiquement fermé pour
préserver sa qualité initiale.

Tableau 4:Origine et caractéristique du matériel végétal utilisé (clou de girofle).

Quantité de la planteachetée 2509
Prix 650 D.A
Partie utilisée Bouton floral
Etat Séche
Lieu d'achat épicerie
La date d'achat 28/12/2014
Apportez de Oran

1.2.Extraction des huiles essentielles par I'hydrodistillation :

Le protocole d’hydrodistillation (Figure 08) consiste a Peser dans une capsule 30 g de clous de
girofle broyés. Les placer dans le ballon de 1000 mL, & I’aide de I’entonnoir ajouter 700 mL d’eau
distillée et 2 grains de pierre ponce puis positionner le ballon sur le montage d’hydrodistillation.
Alimenter le réfrigérant en eau et faire chauffer a ébullition douce pendant 04 heures. La vapeur
émise sera condensée grace a un systeme de refroidissement a eau, puis elle sera collectée dans un
flacon opaque. A la fin de I’expérimentation le liquide collecté est mis dans une ampoule a décanté
a fin de séparé les deux phases (aqueuse et organique) pour obtenir I’huile essentielle (Boubrit et
Boussad, 2007).

L’huile essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur dans un flacon en verre brun fermé
hermétiquement a 4 °C(Laib et Barkat, 2011).
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Figure 3: montage utilisé dans I'hydrodistillation.

1.3.Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre la masse d’huile
essentielle obtenue et la masse du matériel vegétal utilisé (Bssaibis et al., 2009) (Tableau 08).
R (%) = M x 100/ MO

e R (%) : Rendementenh

e M : Quantité d’huile récupérée exprimée en g.

e MO : Quantité de la matiere séche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

Tableau 5: renseignements sur l'extraction.

Mo (quantités de la matiere séche utilisée) 120 g (30 x4 =nombre d'extraction effectué)

M (quantité d'huile récupéré) 14 g

2. Animaux d'expériences :

Les expériences utilisées dans cette étude sont réalisées sur des rats de la souche Wistar pesant
190 a 320g a leur arrivée a I’animalerie. Les rats sont groupés par 3 a raison de 1 male et 2 femelles
dans des cages conventionnelles en contrdlant un cycle nycthéméral (Lumiere / obscurité) de
12/12h et une temperature de 20 & 22C° dans l'animalerie de I'Universite de Moulay Tahar- Ain
elhdjar. Les animaux ont un acces libre a une nourriture standard adéquate et un biberon rempli

d’eau de boisson (Missoun, 2010).
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2.1.Préparation de solution d’HE injectable :

L’HE de Syzygium aromaticumdoit étre diluée dans I’eau distillée avec une goutte de Tween 80
pour préparer une dose de 0,1ml/kg (Halder et al., 2011).

2.2.La répartition des groupes :
» A Jode I’accouplement, les rats sont divisés en deux lots (Figure 09) :

e Lot I (Intoxiquées) : regroupe les rats intoxiqué par I’acétate de plomb a mesure de 2.84 mg/ml
et 4.79 mg/ ml demanganése dilué dans I'eau bidistillée (Monila et al., 2011), cette opération a

durée du premier jour de I’accouplement jusqu’au sevrage.
e Lot T (Témoin) : les rats de celot recevaientde I’eau de robinet.
> A J2lapres le sevrage :
e Lot I (Intoxiquées) : les rats de ce lotsont divisés en deux sous-groupes :

%+ Sous-groupe non traité : constitué par des jeunes ratons issus du premier accouplement, et
recoivent de d’acétate de plomb a une dose 2.84 mg/ml et de manganése a une dose 4.79 mg/

ml.

% Sous-groupe traité par I’HE : constitué par des jeunes ratons qui abreuvés par le méme
mélange que le groupe précité (acétate de plomb a 2.84 mg/ml et manganéese a 4.79 mg/ ml
dilués dans une eau bidistillée), et traité en parallele avec une solution d’HE a raison
0.1ml/kg par voie IP (intrapéritonéale) pendant 21 jours apres le sevrage.

e Lot T (témoins) : comporte les jaunes ratons sevrés et abreuvés avec I’eau du robinet.
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Figure 4:le protocole expérimental.
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2.3. Evolution du poids corporel :

Le poids corporel de chaque raton a été quotidiennement noté pendant la durée de I’expérimentation
du traitement (21 J). Le poids du foie et des reins des différents groupes respectifs d'animaux a été
relevé a la fin de I’expérience de traitement a I’HE(kharoubi, 2010).2. 4. Préléevement du sang et
des organes :

A la fin de la troisieme semaine du traitement avec I’HE de clous de girofle ; 05 rats de chaque
lots ont été sacrifiés, aprés une nuit de jeune par injection intrapéritoniale d’une solution de chloral
(C2H3ClI30,) a 10% (4mg/Kg de poids corporel) pour éviter I’effet du stress.

- Le sang des ratons sacrifiés a été recueilli dans des tubes a analyse.

- Le foie et les riens sont prélevés rapidement sur la glace rincés avec une solution de NaCl a 0.9 %
puis pesés(kharoubi, 2010).

2.3.1. Préparation des érythrocytes :

Suite a la récupération des échantillons du sang, une prise aliquote a été prélevée pour le dosage de
I’lhémoglobine. Ensuite, le reste des échantillons ont été centrifugés a 3000 tr/min pendant 15 min.
Le sérum a été soigneusement prélevé et le culot restant contenant les érythrocytes a été lavé trois
fois par une solution saline a 0.9 g/, puis une lyse des cellules a été effectuée par addition de I'eau
distillée glacée et incubée pendant 15min dans la glace. Le lysat est récupéré ensuite pour le dosage
des enzymes antioxydants érythrocytaires marqueurs du statut oxydant apres centrifugation a
5000tr/min pendant 5min (Hocine, 2011).

2.3.2. Préparation des organes :

Le foie et les reins sont lavés, séché et pesé a raison de 0.5g de chaque échantillon puis
homogénéisés dans une solution isotonique contenant 0.32 M saccharose, 0.5mM d'EDTA, 10mM
Tris (pH 7.2) par l'utilisation d'un homogénéisateur verre/verre. Les homogénats ont été centrifugés
a 1000xg pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant ainsi obtenu a été centrifugé a 10.000xg pendant
30 minutes & 4°C .Le surnageant ainsi obtenu constitue la fraction mitochondriale qui a été utilisée
dans les différents analyses.

Le culot de cette derniére opération est récupére dans du tampon (0.32 M saccharose, 0.5 mM

d'EDTA, 10mM Tris-HCI (pH 7.2), puis centrifugé a 10000xg pendant 15mn a 4°C ; le culot
contenant les mitochondries est récupére avec une solution de saccharose (0.32M a pH 7.2).
Un autre gramme de tissus a été homogénéisé dans une solution contenant du chloroforme/méthanol
(2 :1; vlv), en employant un homogénéisateur en verre/verre. Les homogénats ont été centrifugés a
1000xg pendant 10mn puis filtré. Le surnageant ainsi obtenu servira pour [I’analyse des
lipides(kharoubi, 2010).
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3. Dosage biochimique :

3.1.Détermination de la plombémie et manganeése :

Le dosage de la plombémie et manganése été réalisé au sein du laboratoire de contrdle de qualité et
analyse (QAC).

3.2.Dosage de glucose :
Le dosage du glucose est effectué sur le sérum apres séparation du sang. Le glucose sanguin est
estimé selon les réactions couplées suivantes :
Glucose + %2 O, ——— Gluconate + H,O

2H,0,+ 4- Aminoantipyrine+ phénol quinoneimine+4H,0

Un complexe coloré est estimé par spectrophotomeétre a une longueur d’onde A = 500 nm.
3.3.Dosage d’urée :

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent en
formant un composé de couleur vert (Dicarboxyl indophénol) dont la densité est proportionnelle a
la concentration en urée selon la réaction suivante :

Uréase
Urée+tH, 0 — 5 2NH;+CO,
Un complexe coloreé est estimé par spectrophotométre a une longueur d’onde A = 590 nm.
3.4.Dosage de créatinine :

La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec I’acide picrique.la vitesse de
formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine. Un complexe coloré
est estimé par spectrophotométre a une longueur d’onde A = 492 nm.
3.5.Dosage de cholestérol :

Le cholestérol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique puis oxydation .L’indicateur
quinonemeimine est formé a partir du peroxyde d’hdrogéne et du 4-amino antimpyrine en présence
de phénol et de peroxydase.

Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H,O » cholestérol +acides gras
Cholestérol oxydase
Cholesterol + O2 » cholesténe-4one-3+H,0,
Peroxydase
H,O,+phénol + amino-4antipyrine » quinone imine rose

La quantité de quinoniemine formée est proportionnelle a la concentration de cholestérol. Un
complexe coloré est estimé par spectrophotomeétre a une longueur d’onde A = 505 nm.
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3.6.Dosage de triglycéride :

Les triglycérides incubés avec la lipoprotéine lipase(LPL) libérant ainsi I’acide gras.
Le glycérol est phosphoryle par la glycophosphato déshydrogénase (GPO) et I’ATP en présence de
glycérol kinase (KG) pour produire glycérol 3 phosphate (G3P) et I’adénosine 5- diphosphate
(ADP).

Le G3P est converti en dihydroxiacétone phosphate (DAP) et le peroxyde d’hydrogéne(H,0,) par
I’intervention du GPO.
En fin le H,O, réagit avec le 4-aminophenazone et p-chlorophénol. Cette réaction est catalysée par
la peroxydase (POD), on obtient une coloration rouge selon les réactions couplées suivantes :

LPL
Triglycérides +H,0 — > Glycérol+Acide gras libre

Glycérol
Glycérol+ATP ——kinase G3P+ADP
GPO
G3P+Oz EE— DAP+H202
POD

H,0,+4-AP+P-clorophénol — > quinone+H,0

Un complexe coloré est estimé par spectrophotométre a une longueur d’onde A = 505 nm.

3.7.Dosage des transaminases (TGO - TGP) :

Ce sont l'aspartate aminoltransférase (ASAT) ou transaminase glutamoloxaloacétique (TGO et
l'alanine aminoltransférase (ALAT) ou transaminase glutamopyruvique (TGP). Elles sont
normalement présentes en faible quantité dans le plasma ou le sérum. Leur activité est élevée dans
certains tissus, en particulier le foie (TGP, ou TGO a un degré moindre), le coeur et le muscle
(principalement TGO). En cas de nécrose de ces tissus, les enzymes sont libérées dans la circulation
et leur activité sérique augmente (Guyader, 2005).

Les dosages ont été effectués a I’aide d’un spectrophotometre de marque Mina plus
- RAC 040 Aind. C. les réactifs utilisés sont :

- TGO U.V Kinetic test code HBE06 IFCC;

-TGP U.V Kinetic test code HBEOQO7 IFCC;

4. Description des méthodes utilisées pour la mesure des marqueurs du stress oxydant :
4.1. Le superoxyde dismutase SOD :
Le Superoxyde dismutase (SOD) au niveau des érythrocytes, au niveau tissulaire a été déterminé
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par la méthode décrite par Winterbourn et al, (1975). Le mélange réactionnel contient
essentiellement 0.2 ml Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) a 0.1 M, 0.1 ml Nitroblue
tetrazolium (NBT) 0 1.5 Mm, 1.2 ml de Tampon Potassium phosphate a 0.067 M, 0.5 de I’extrait
enzymatique. Le mélange a été incubé 5-8 minutes. La lecture a été faite ensuite a 560 nm.

4.2. Catalase (CAT) :

CAT a été analyse par méthode de Sinha (1972). Le mélange de la réaction (1.5 ml, vol.) contenant
1.0 ml de tampon phosphate a 0.01 M pH 7.0, 0.1 ml de I’échantillon et 0.4 ml d’H202 a2 M. La

réaction a été arrétée par l'addition de 2.0 ml d’acide dichromate acétique (5% de dichromate de
potassium et l'acide acétique glacial ont été mélangés avec un rapport de 1:3 (V/V)) ; I’'absorbance
est déterminé a 620nm.

4.3. Glutathion peroxydase (GSH-Px):

L'activité de GSH-Px a été mesurée par la méthode décrite par Rotruck et al., (1973). Brievement,
le mélange de la réaction contient 0.2 ml de tampon tris-HCl a 0.4 M, a pH 7.0, 0.1 ml d’azide de
sodium a 10 mM, 0.2 ml de tissue (homogenese dans du tampon Tris-HCI, pH 7.0), 0.2 ml de
glutathion, et 0.1 ml de peroxyde d’hydrogene a 0.2 mM. Le tout est incubé a 37°C durant 10 min.
la réaction est aréte par addition de 0.4 ml de TCA a 10%, et centrifugé. Le surnageant est utilisé
pour déterminer le taux de glutathion par le réactif d’Ellman (19.8 mg d’acide 5, 5’-dithiobisnitro
benzoique (DTNB) dans 100 ml de solution de nitrate de sodium a 0.1%).

4.4. Le glutathion réduit (GSH) :

Le glutathion réduit (GSH) a été analysé par la méthode de Jollow et al., (1974), qui consiste a
mélanger 0.5 ml de I’échantillon avec 1.0 ml d'acide sulfosalicylique (4%). Les échantillons ont été
maintenus a +4°C pendant une heure puis centrifugés a 1200 tr/m pendant 15 mn a. Le mélange
d'analyse contient 0.1 ml d’un prise aliquote du surnageant et 2.7 ml de tampon phosphate. La
lecture a été faite immédiatement a 412 nm.

5. Analyse statistique :

Les resultats sont représenté par mean+SEM. One-way analyse de variance (ANOVA) suivie par le
test de Bonferroni ont été appliquées pour I'analyse statistique, avec le niveau de signification fixé a
0,05.
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1. Rendement en I'huile essentielle :
L'huile essentielle HE de Syzygium aromaticum(Figure 10) a été extraite par hydrodistillation a
partir de la matiére séche broyée. Le rendement obtenu est de l'ordre de 11.66%.

(5] L pertede image ave 11D de relao 1045 pas & wrouve dan e ehier

Figure 5: L'HE de Syzygium aromaticum

2. Détermination du poids corporelle:

Les résultats de (Figure 11) montrent une différence hautement significative (P<0.05) entre le
poids des jeunes ratons issus des femelles intoxiquées au cours de la gestation et de la lactation par
le plomb et manganese par rapport aux jeunes ratons témoins recevant seulement de I’eau
distillée(une diminution de 20.5%) , et qu’avec les ratons intoxiqué et traité par I’huile de
S.aromaticum. Ceci peut étre expliqué par une baisse de la prise alimentaire (food intake), ou par
I’effet compétitif du manganése sur I’absorption intestinal des éléments nécessaires a la croissance

corporelle (calcium, phosphore, fer ...etc).
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Figure 6: Evolution du poids corporel des jeunes ratons durant la période expérimentale
(**P<0.05).
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3. Détermination de poids des organes (foie et les reins) :

L’évaluation des poids des organes révele une baisse significative des poids des organes ; foie,
rein, (Tableau 10). Ceci montre qu’il y a un effet sur la croissance des organes chez les rats
exposés au mélange de I’acétate de plomb et manganesepar rapport aux groupe des rats témoins et
ceux traités par I’huile essentielle de S.aromaticum.

Tableau 6: Evaluation des paramétres pondéraux.

Le poids Poids corporelle (g) | Poids de foie (g) Poids des reins ()

Témoin 200.5+£12.13** 11.209+0.05 1.837+0.02
Intoxiqué traité 190.75+13.25** 10.560+0.35 1.654+0.24
Intoxiqué non traité 159.5+19.5** 09.015+0.25 1.354+0.038

4. Dosage de Plomb et Manganése dans le sang :
4.1.Taux du plomb sanguin :

Ce résultat (Figure 12) montre une augmentation significative (p<0.001) du taux de plomb au
niveau sanguin chez les ratsintoxiqués par rapport aux rats témoins qui présentent une valeur de
plombémie proche de 0. Tandis que les rats traités a I'extrait de la plante qui sont préalablement
intoxiqués montre une diminution significative des taux de plomb au niveau sérique comparés aux

rats intoxiqués.
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Figure 7:le dosage de plomb dans le sang chez les rats témoins, traités et intoxiqués.
Les valeurs sont exprimées au moyenne = SEM. (*** : p<0.001)
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4.2. Taux du Manganése sanguin :

L'exposition des femelles gestantes et lactantes a une dose de 4.79 mg/ ml de manganése, permet
d'enregistrer un taux de manganese de l'ordre 17+.05 pg/l chez les jeunes ratons témoin, 75 + 1.5
pug/l chez les jeunes ratons intoxiqués, et 50+£2.25 ug/l chez les jeune ratons traités par 1'huile

essentielle de clou de girofle (p<0.001) (Figurel3).
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Figure 8: le taux de manganese érythrocytaire chez rats intoxiqués (Mn), des rats intoxiqués traité
par S.aromaticum comparée aux les rats témoins. (***: p<0.001)

5. Dosage des parametres sériques :
Les résultats des différents parametres biochimiques (glucose, urée, créatinine, TGO / TGP,
cholestérol et triglycérides) sont présentés dans les figures (14 ,15,16 ,17 ,18 ,19).

5.1.Dosage de glycémie :

Afin de justifier ces données expérimentales nous avons procéder a la détermination du taux de
glycémie chez les rats des trois lots (témoins, traités, intoxiqués par Pb+Mn) sachant que le glucose
est un bon marqueur de stress.

Les résultats (Figure 14) indiquent une différence significative (p < 0,001) du taux de glucose
sanguin chez les rats exposés a I’acétate de plomb et chlorure de manganése par rapport a celle des
animaux témoins. D’autre part on observe que taux de glucose sanguin est diminué chez les rats

traités par I’HE de S. aromaticumen comparant aux rats intoxiques.
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Figure 9:Comparaison du taux de glycémie entre rats témoins, rats traités par HEC et les rats
intoxiqués par Pb-Mn.
(Les valeurs sont exprimées au moyenne + SEM. (*** : p<0.001))
5.2.Dosage de I'urée :

Les résultats (Figure 15)montrent une augmentation significative (p<0.001) de I’urée sérique
des rats intoxiqués a I’acétate de plomb et chlorure de manganése par apport aux rats témoins.
D’autre part on observe que taux de I’urée sanguin est diminué chez les rats traités par I’HE de S.
aromaticumen comparant aux rats intoxiqués. Ce qui suggeére que I’HEutiliséeparvient a réparer les

tissus rénaux endommagés.
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Figure 10 : Comparaison entre le taux de I’urée sérique chez les différents lots témoins, traités par
HE de S. aromaticum et intoxiques par Pb - Mn.
Les valeurs sont exprimées au moyenne = SEM. (***p<0.001)
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5.3.Dosage de créatinine :

On releve ici une augmentation significative (p < 0,001) des taux de créatinémie dans le lot de
rats intoxiqués en comparant aux rats témoins. Tandis que le taux de créatinine sanguin est diminue
chez les rats traités par I’HE de S. aromaticum par apport a celle des rats intoxiqués.Ce qui traduit
sans doute un effet positif de I’HE de S. aromaticum sur les reins des rats du deuxieme lot
(Figure 16).
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Figure 11 :Comparaison du taux de créatinine entre rats témoins, rats traités par HEC et les rats
intoxiqués par Pb-Mn. (Les valeurs sont exprimées au moyenne + SEM. (*** : p<0.001))

5.4.Dosage des Transaminases (TGO/ TGP)

Les résultats (Figure 17) montrent une augmentation significative (p < 0,001) du taux de TGO/TGP
chez les rats intoxiqués par co-exposition de plomb et manganése par rapport a celle des rats
témoins. D’autre part on observe une diminution aux taux de TGO/TGP chez les rats traités en

comparant avec les rats intoxiqués.
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Figure 12:Comparaison du taux de TGO/TGP sanguin entre rats témoins, rats traités par HEC de et
les rats intoxiqués par la co-exposition au Pb-Mn. (Les valeurs sont exprimées au moyenne + SEM.

5.5.Dosage de cholestérol sérique :

(*** : p<0.001))

Le graphique révele une augmentation significative (p < 0,001) des taux de cholestérol sanguin

chez les animaux intoxiqués par apport a celle de lot témoin. Tandis que le taux sérique de

cholestérol est diminué dans le lot traité en comparant aux rats intoxiqués (Figure 18).
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Figure 13:Comparaison du taux de cholestérol sanguin entre les rats témoins, traités par HECet les
rats intoxiqués par Pb-Mn. (Les valeurs sont exprimées au moyenne £ SEM. (***: p<0.001))
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5.6.Dosage des triglycérides :

Les résultats (Figure 19) trouvés montrent une augmentation significative (p<0.001) des taux de
triglycérides sérique dans le lot qui regroupe les rats intoxiqués a I’acétate de plomb et chlorure de
manganese par rapport a celle des rats témoins. Tandis que le taux de triglycéride sanguin est

diminué dans le lot traité en comparant a des rats intoxiques.
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Figure 14 :Comparaison du taux de triglycéride entre rats témoins, rats témoins, traités par HEC et
les rats intoxiqués par la co-exposition au Pb-Mn. (Les valeurs sont exprimées au moyenne + SEM.
(***: p<0.001)

6. Evaluation du pouvoir antioxydant de I’'HE de S. aromaticum in vivo :

Afin d’évaluer I'effet antioxydant I’'HE de clou de girofle «Syzygium aromaticum» suite a un
stress oxydant induit chimiquement par la co-exposition de Pb et Mn au niveau érythrocytaire,
tissulaire(foie et rein), nous avons mesuré l'activité de la CAT, GSH, GPx et SOD qui sont des

molécules dotées d’un pouvoir antioxydant important.

6.1.Au niveau érythrocytaire :
6.1.1. L’activité de la CAT :

Les résultats de I’activité de la catalase érythrocytaire (Figure 20) montrent que cette enzyme est
surexprimée chez les rats intoxiqués par la co-exposition de Pb et Mn par rapport aux rats témoins.
Toutefois, I’administration de I’HE deS.aromaticumchez les rats intoxiqués a réduit
significativement (p<0.01) I’activité enzymatique de la CAT par rapport aux rats intoxiqués non

traités au HE utilisé.
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Figure 15: Comparaison de I’effet de HEC sur l'activité enzymatique de CATérythrocytaire par
rapport aux rats témoins et intoxiqués par (Pb- Mn) (***P = <0.001).

6.1.2. L’activité du GPx :

Le Glutathion peroxydase qui constitue I’'un des plus importants systémes enzymatiques de
protection qui assurent la détoxification du peroxyde d’hydrogéne dans les conditions
physiologiques normales. Les résultats obtenus relatifs a son action indiquent qu’il s’agissait d’une
augmentation significative (p<0.001) de I’activité enzymatique du GPx chez les rats exposés a la
co-exposition de Pb - Mn comparés aux rats témoins. Cependant, les tests statistiques présentent
une baisse significative de I’activité enzymatique du GPx chez les rats traités au HE étudié

comparés aux rats intoxiqués (Figure 21).
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Figure 16: Comparaison de I’effet de HEC sur l'activité enzymatique de GPxérythrocytaire par
rapport aux rats témoins et intoxiqués par (Pb- Mn) (***P = <0.001).

6.1.3. L’activité du GSH:

Selon les résultats relatifs a I’activité érythrocytaire du GSH (Figure 22), nous avons remarqué
qu’il s’agit d’une augmentation significative (p<0.001) de la teneur en glutathion réduit chez le lot
représentatif des rats intoxiqués au Pb - Mn par rapport des rats témoins, et d’une diminution
significative de GSH chez le lot traités par I’HE de S. aromaticumde cette activité par rapport les
rats intoxiqués au Pb+Mn.

Figure 17: Comparaison de I’effet de HEC sur l'activité enzymatique de GSHérythrocytaire par
rapport aux rats témoins et intoxiqués par (Pb- Mn) (***P = <0.001).
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6.1.4. L’activité de la SOD :

Les superoxydes dismutases (SOD) sont capables d’éliminer I’anion superoxyde en produisant une
molécule d’oxygene et une molécule de péroxyde d’hydrogene. Les résultats associés (Figure 23)
montrent une diminution significative de la SOD chez les rats intoxiqués a I’acétate de plomb et
manganeése durant la période de développement par rapport aux rats témoins et rats traités.
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Figure 18: Comparaison de I’effet de HEC sur l'activité enzymatique de SODérythrocytaire par
rapport aux rats témoins et intoxiqués par (Pb- Mn) (***P = <0.001).

6.2.Activité des enzymes du statut oxydants au niveau hépatique et rénale :
6.2.1. Au niveau du foie :
6.2.1.1.CAT :

Selon les résultats relatifs a I'activité de foie du catalase (Figure 24), nous avons remarqué qu'il
s'agit augmentation significative (P = <0.001) de cette activité chez les rats intoxiqués par rapport
au lot témoin et au lot intoxiqué. Tandis qu'une diminution est observée (p< 0.001) sous l'action de

I'HEC chez le lot traité suite a une intoxication.
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Figure 19:Comparaison de I’effet de HEC sur l'activité enzymatique de Catalase defoie par rapport
aux rats témoins et intoxiqués par (Pb- Mn) (***P = <0.001).

6.2.1.2.L"activité du GPx :

Les résultats associés (Figure 25) montrent une augmentation surexpression significative de la
glutathion péroxydase defoie chez les rats exposés au mélange d’Acétate de Plomb et Manganése
durant la période de développement par rapport aux rats témoins. Tandis qu'une réduction

significative est observée (p< 0.001) sous l'action de I'HE chez le lot traité suite a une intoxication.
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Figure 20:Comparaison del'effet de HEC sur l'activité enzymatique de la glutathion peroxydase de
foie chez par rapport aux rats témoins et intoxiqués par (Pb- Mn) (***P = <0.001)
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6.2.1.3.L"activité du GSH:

Les résultats adjoints (Figure 26) montrent une diminution significative de la glutathion réduit au
niveau de foie chez les rats exposés au mélange d’Acétate de Plomb et Manganese durant la période
de développement par rapport aux rats témoins. Tandis qu'un accroissement significative est
observée (p< 0.001) sous l'action de I'HE chez le lot traité suite a une intoxication.
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Figure 21:Comparaison de I'effet de HECsur l'activité enzymatique de la glutathion réduit de foie
par rapport aux rats témoins et intoxiqués par (Pb-Mn) (P = <0.001).

6.2.1.4.L"activité du SOD:

Selon les résultats relative a l'activité de foie du SOD (Figure 27), nous avons remarqué qui'il
s'agit d'une baisse significative (<0.001) d'activité de cette enzyme chez le lot représentatif des rats
intoxiqué au mélange d’Acétate de Plomb et Manganese et d'une augmentation (p) de cette activité

chez les rats traité au HE de girofle.
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Figure 22:Comparaison de l'effet de HEC sur l'activité enzymatique de SOD de foie par rapport aux
rats témoins et intoxiqués par (Pb-Mn) (P = <0.001).
6.2.2. Au niveau des reins :
6.2.2.1.Catalase :
Les résultats collaborateurs (Figure 28) montrent une augmentation surexpression significative
decatalase desriens chez les rats exposés au mélange d’Acétate de Plomb et Manganese durant la
période de développement par rapport aux rats témoins. Tandis qu'une réduction significative est

observée (p< 0.001) sous l'action de I'HE chez le lot traité suite & une intoxication.
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Figure 23:Comparaison del'effet de HEC sur l'activité enzymatique de Catalase des reinspar rapport
aux rats témoins et intoxiqués par (Pb +Mn) (P = <0.001).
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6.2.2.2.L"activité du GPx:

Les résultats illustrés dans la Figure 29 montrent une augmentation significative de la glutathion
peroxydase des reins chez les rats exposés au mélange d’ Acétate de Plomb et Manganése durant la
période de développement par rapport aux rats témoins. Pendant qu'une réduction significative est

observée (p< 0.001) sous l'action de I'HE chez le lot traité suite a une intoxication.
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Figure 24:Comparaison del'effet de HEC sur l'activité enzymatique de la glutathion peroxydase des
reins par rapport aux rats témoins et intoxiqués par Pb +Mn (***P = <0.001).

6.2.2.3.L"activité du GSH :

Les résultats associés (Figure 30) montrent une réduction de la glutathion réduit au niveau des reins
chez les rats exposés au mélange d’Acétate de Plomb et Manganese durant la période de
développement par rapport aux rats témoins. Contrepartie qu’un accroissement significative est

observée (p< 0.001) sous l'action de I'HEC chez le lot traité suite a une intoxication.

65



Reésultats et interprétations Partie experimentale

Figure 30 :Comparaison del'effet de HEC sur I'activité enzymatique de la glutathion réduit des
reins par rapport aux rats témoins et intoxiqués par Pb +Mn (***P = <0.001).

6.2.2.4.L "activité du SOD :

Selon les résultats relative a l'activité des reins du SOD (Figure 31), nous avons remarqué qu'il
s'agit d'une diminution significative (<0.001) d'activité de cette enzyme chez le lot représentatif des
rats intoxiqué au I’ Acétate de Plomb et Manganése et d'une augmentation de cette activité chez les

rats traité au HE de girofle suite a une intoxication.
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Figure 31 :Comparaison de l'effet de HEC sur l'activité enzymatique de la glutathion réduit des
reins par rapport aux rats témoins et intoxiqués par Pb+ Mn (***P = <0.001)
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Discussion

L’exposition au plomb peut entrainer des effets nocifs sérieux sur la santé, et peut méme étre
mortelle a de fortes doses. Le plomb peut s'accumuler dans le corps, et son exposition, méme a de
tres faibles doses, peut s'avérer dangereuse (Varet Jacques, 1999).

Bien qu’était un élément essentiel, le manganése est une substance ayant un effet toxique bien
documenté chez I’homme a des niveaux d’exposition suffisamment élevés(SC, 2010).

Beaucoup d'épices et de plantes aromatiques en particulier les bourgeons de clou de girofle et leurs
huiles essentielles ont été appelés a soutenir diverses activités biologiques telles que les propriétés
antimicrobiennes et antioxydants (Fu et al, 2007).

La croissance pondérale et croissance des organes :

Les résultats obtenus apres I’exposition au plomb et manganése ont permis d’observer chez les
jeunes ratons une baisse significative dans le gain corporel par apport aux témoins, on a également
observé une baisse dans le poids des différents organes étudiés (foie, rein) ce qui traduit par une
perturbation dans leurs fonctionnements respectifs.

Franciscato et al., (2009) suggérent que le plomb aurait des conséquences sur la fonction de
nutrition comme cela a été proposé pour la plupart des substances environnementales toxiques.
L’inhibition du gain de poids corporel pourrait étre due a I’induction par le plomb d’une déficience
dans le métabolisme qui serait dde a la présence de radicaux libres (Merry, 2002).

Il a été également démontré que I’intoxication par le Mn induit des changements considérables dans
la prise alimentaire (food intake) selon la dose administré et la durée d’exposition au chlorure de
manganese (Horvéath et al., 2012). Dans le méme contexte, I’exposition chronique au manganése
peut provoquer des effets délétéres sur la structure et le fonctionnement des organes, travaux
entrepris par Ajibade et al., (2011), qui indiquent une baisse significative des poids des organes de

rats exposés a des concentration de 5, 15 a 25mg Mn/Kg par voie orale.

Toutefois, I’administration de I’huile essentielle de S.aromaticum a des rats préalablement
exposés au plomb et manganese a permis d'observer une nette augmentation dans le gain corporel
en comparaison aux animaux exposés seulement au Pb et Mn et non traité par I'huile . Ce regain de
poids enregistré pourrait &tre di a la présence de composés terpénoides qui agissent en stimulant le
transport du glucose dans les cellules. Vu que, les variations de sucre et de I’hormone d'insuline
dans le sang sont liées a I'appétit, a la faim et a différents besoins en nourriture, particulierement des
besoins en hydrates de carbone. En controlant le taux de ces parametres dans le sang, elle constitue
donc un complément efficace pour corriger la perte de poids chez I’animal (Judpentiené et
Mockuté, 2004).

68



Discussion

Dosage de plombémie et Manganése sanguin :

La plombémie, ou dosage du plomb dans le sang, est un bon indicateur du plomb biologiquement
actif et est reflet de I’exposition du mois précédent (Laperche et al., 2004). Nos résultats montrent
une augmentation significative du taux de plomb au niveau sanguin chez les rats intoxiqués pendant
la gestation et la lactation par rapport aux rats témoins qui présentent une valeur de plombémie
proche de 0. Tandis que les rats traités a I'extrait de la plante et qui sont préalablement intoxiqués
montre une diminution significative de plombémie comparés aux rats intoxiqués. Les
développements récents suggérent que la période de gestation et de la lactation est une période
sensible pour I'exposition & de faibles niveaux de Pb (Lanphear et al., 2000; Rumbeiha et al.,
2001), Donc cet résultat peut étre di au passage de I’acétate de plomb a travers la barriére
placentaire via le cordon ombilical au foetus (Pletscher et Liechti, 2007), ou parexcrétion du
plomb dans le lait pendant la période de la lactation (Roquet-Noél, 2002). Pendant ces périodes il
y’a une mobilisation du plomb au niveau osseax, ce qui explique que I’essentiel du plomb sanguin
des enfants allaités peut provenir du squelette de la mére (Roquet-Noél, 2002).Par ailleurs, Apres
son absorption, le plomb passe dans le sang ou il se répartit dans les hématies sous forme non
diffusible et dans le plasma sous une forme diffusible lui permettant d’aller se fixer dans les tissus
ou d’étre éliminé dans les urines. Alor le sang est le « carrefour » de tous les trajets du plomb dans
I’organisme(Haguenoer, 2009).

De ce cOté, L'exposition des rats femelles gestantes et lactantes a une dose de 4.79 mg/ ml de
manganeése, permet d'enregistrer des proportions déférentes de manganése sanguin chez les jeunes
ratons témoin, traités, intoxiqués. ATSDR (2000), montre que dans les conditions normales le corps
humain contient de petites quantités de Mn, Sur cette base on observe un taux de manganése de
l'ordre 17+.05 pg/l chez les jeunes ratons témoin, En plus de cela on a observé une augmentation
significative du taux de manganése sanguin chez les ratons intoxiqué, Zlotkin et al., (1995);
Dorner et al., (1989), ont confirméque I’absorption et la rétention du manganese ingéré sont tres
élevées chez les nourrissons et qu’elles sont supérieures aux niveaux normaux observés chez les
adultes. De plus, il y’a une corrélation positive et significative a été découverte entre les
concentrations de manganése dans le placenta et le sang ombilical chez des meres et leurs
nourrissons (Takser et al., 2004a). Donc Le manganése sanguin a éte considéré comme un indice
de la « charge totale », correspondant davantage a des conditions d’exposition prolongée plutét
qu’immédiate (SC, 2010).
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Le bilan biochimique :

Au niveau sanguin, nous avons entrepris une série d'expériences portant sur le dosage du plomb et
manganese, I’analyse des teneurs en glucose, urée, créatinine, TGO/TGP, cholestérol et triglycéride,
L’ analyse sur I’activité des enzymes antioxydant (CAT, SOD et GSH-Px).

Dosage de glycémie :

Les résultats indiquent une différence fortement significative (p < 0,001) du taux de glucose
sanguin chez les rats subit a une intoxication par la co-exposition de Pb et Mn par rapport a celle
des rats témoins. Ceci est peut étre lié directement aux effets néfastes d’acétate de plomb sur le
pancréas et plus exactement sur I’excrétion d’insuline par les flots de Langerhans (Saka et al.,
2011).

On pourrait faire valoir que I’administration chronique de Mn au cours de la période de
développement provoque un dysfonctionnement du métabolisme énergétique qui se manifeste par
I'augmentation des niveaux de glucose dans le sang est probablement le résultat de la glycogénolyse
hépatique et musculaire pour couvrir les besoins énergétiques du cerveau. Nos résultats montrent
que l'effet du stress résultant en hyperglycémie est expliqué par l'action d'hormones de stress a
savoir le facteur de libération de corticotropine, la corticotropine et cortisone dans I'hypothalamus,
de I'hypophyse et la glande surrénale, respectivement, l'activation des enzymes du métabolisme du
glucidique(Kasdallah etal., 2005).

D’autre part on observe que taux de glucose sanguin est diminué chez les rats traités par I’HE de S.
aromaticumen comparant aux rats intoxiqués. L'administration de I'huile essentielle de clou de
girofle a des rats exposés au Pb et Mn entrainé une diminution de niveau de glucose dans le sang, il
a montré que cette huile essentielle effectue une activité hypoglycémique, entre autres choses
(Prasad et al., 2005).11 réprime I'expression de genes de phosphore-énol pyruvate-carboxy-kinase
(PEPCK) et le glucose 6- phosphatase (G6Pase), qui codent pour des enzymes contrélent la
gluconéogenese hépatique.

Bilan rénal :

Les résultats montrent une augmentation significative du taux d’urée et créatinine sérique des rats
intoxiqués au Pb-Mn par apport aux rats témoins et rats traités.Ces résultats montrent bien que le Pb
et le Mn agissent sur la filtration glomérulaire en provoquant des variabilités au niveau de la
concentration de I'urée et la créatinine dans le sang(Albahary et al., 1965 ; Ponnapakkam et al.,
2003).
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Hammond et al (1980), Ont montré I’existence d’une relation étroite entre la concentration de
plomb sanguin et le niveau de I’'urée et de la créatinine. Lorsque la concentration de plomb sanguin
approche de 60 pg/mL, ceci conduit a une augmentation sérique du taux d’urée et de la créatinine.
Cette augmentation est conséquente de la dégradation des protéines totales.

Fowler (1991) a confirmé que I’insuffisance rénale chez des rats traités par I’acétate de plomb peut
étre interprétée par I’augmentation des concentrations de ces deux paramétres biochimiques
d’exploration de la fonction rénale par rapport aux témoins.

Donc I’'augmentation de ces parametres sérique est due a I’effet direct du plomb sur le métabolisme
de I’acide urique et des troubles morphologiques au niveau des néphrons (Saka et al., 2011). Ainsi
que le Mn a agit sur la filtration glomérulaire et le débit plasmatique rénal induisant une élévation
du niveau de la concentration de I’urée et la créatinine dans le sang. Ceci est di a I’effet antagoniste
du manganése sur les ions calcique (Ca™) durant les processus de filtration glomérulaire (Dorman
et al., 2006).

Néanmoins les rats qui ont été traité par I’'HEC ont montré un taux d’urée et créatinine
significativement bas qui s’explique par les propriétés inhibitrices de I’eugénol de I’enzyme cyclo-
oxégénale. Ce qui induit une diminution de la synthése de prostaglandine de sa concurrence avec
I’acidearachidonique (Hamdard, 2014).Donc L’HE de S. aromaticum répare les tissus rénales

endommageaient.

Bilan hépatique (TGO - TGP) :
Les résultats obtenus montrent une augmentation significative (p < 0,001) du taux de TGO/TGP
chez les rats intoxiqués par la co-exposition du plomb et manganese par rapport aux rats témoins.
Ces transaminases sont des enzymes hépatocytaires (originaire du foie) dont la fonction est de
catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide alpha-aminé a un acide
alphacétonique(Guyader, 2005).

Notez que le foie constitue une cible importante du plomb. Ce dernier posséde une grande affinité
pour les groupements thiols protéiques des membranes cellulaires hépatiques, ce qui conduit a des
necroses hépatiques et la sortie des aminotransférases dans le sérum (Saka et al., 2011).En outre,
cette augmentation peut étre signifier par I’effet du plomb qui induit une forte hépatotoxicité et
provoque des changements dans la prolifération des cellules du foie, et de synthése d'ADN
indiquant une hyperplasie hépatique conduisant a une forte augmentation des transaminases (Dini
et al., 1999).
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Upadhyay et al., (2009) ont démontré que les rats nourris par des aliments contaminés par le plomb
subissent un état de stress oxydatif lié a une élévation sérique des aminotransferases. Ce phénomene
est d0 a I’accumulation des acides aminés tels que I’alanine et I’acide glutamique résultant de la
dégradation des protéines somatiques. Ces acides aminés se transforment sous I’action des
aminotransferases en corps cétoniques puis en glucose (néoglucogenése).

En conséquence I’élévation des aminotransferases sériques confirme le résultat précédent
concernant I’hyperglycémie chez les rats traités par Pb-Mn. en effet plusieurs études ont rapporté
que le Mn induit une altération histopathologique par une nécrose du foie et appoptose périportale
(Rahelié et al., 2006) ce qui pourrait compromettre la fonction détoxifiante du foie a savoir
éliminer le manganese (Zhang et al., 2002).

Les travaux de Fordahl et al., (2012)quant a eux indiquent qu’une large exposition au Mn a un
effet sur les métabolites hépatiques, en provoquant principalement des perturbation au niveau du
métabolisme des lipides et ainsi la formation excessive de I'acide oléique, I'acide hydroxybutyrique
et les corps cétoniques.

On a observé aussi une baisse significative des transaminases suite a I’administration de HE de
S.aromaticum ce qui indique une action protectrice des tissus hépatiques qui pourrait s’expliquer
par I’effet chélateur et donc antioxydant des composants phénoliques que contient I’HE, qui réduit
considérablement les radicaux libre génerés par I’intoxication qui provoque la mort cellulaire dans
le tissus hépatique (Ola EI-Segaey et al., 2007).

Rompelberg et al., (1993)indiquent que I’alkylbenzénes eugénol un des composés du clou de

girofle est un bon régulateur des différents enzymes hépatique.

Bilan lipidique (cholestérol et triglycéride) :

Le foie participe a de nombreuses phases du métabolisme des lipides, I’estérification et
I’élimination du cholestérol, seul le dosage du cholestérol libre et estérifie du sérum a été largement
utilise pour I’étude des affections hépatiques (Awde, 2014).

Nos résultats ont montré une augmentation significative des taux de cholestérol et triglycéride entre
les rats intoxiqués (taux élevé) d’une part et celui des rats traité a I’'HE de S. aromaticum et les rats
témoins. Nos résultats sont similaire au travaux de Hanan et al.,, (2012)qui illustrentque
I'association entre les taux de lipides sériques élevés et I’exposition au plomb est pourrait étre due
soit & la synthése de I’augmentation ou la diminution de I’élimination des lipoprotéines. La
diminution de I’élimination peut se produire a la suite de la modification des récepteurs de surface

cellulaire pour une lipoprotéine (Tarugi, et al., 1982) ou a la suite de I'inhibition de I'activité de la
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lipoprotéine lipase hépatique (Chajet et al., 1980;Fordahl et al.,2012) quant a eux indiquent
qu’une large exposition au Mn a un effet sur les métabolites hépatiques, en provoquant
principalement des perturbation au niveau du métabolisme des lipides et ainsi la formation

excessive de I'acide oléique, I'acide hydroxybutyrique et les corps cétoniques.

Le traitement par I'HEC chez les rats intoxiqués présente une amélioration dans la valeur de
cholestérol et les triglycérides, ces résultats sont similaires avec le travail de (Anbu et Anuradha.,
2012), qui montre que I’eugénol pourrait étre efficace pour la prévention aux effets toxiques qui
provoque I’augmentation des taux de lipides induite par I’éthanol. De plus, I’eugénol présent un
effet d’abaissement du taux de triglycéride.

L'effet de Pb-Mn sur le stress oxydant :

Les enzymes antioxydants endogenes sont responsables de la neutralisation du radical libre ainsi
que de la prévention de son action responsable de dommage tissulaire. Le stress oxydatif résulte
d'un déséquilibre entre la production de ROS et défenses antioxydantes, qui a son tour provoque
une série des evénements déréglementer les fonctions cellulaires. Les enzymes antioxydants, telles
que la SOD, CAT et GPX constituent une équipe solidaire de la défense contre ROS
(Bandyopadhyay et al., 1999).

Nos résultats montrent que I’acétate de plomb et le manganése on provoqué une diminution
importante de la concentration de SOD et augmentation significative de la catalase, de la glutathion
peroxydase et de glutathion réduit dans le sang des ratons intoxiqué par le Pb et Mn par rapport aux
ratons témoins, et au niveau des organes étudiés (fois et rein), nos résultats arborent une diminution
importante de la concentration de GSH, de SOD et une augmentation de la glutathion peroxydase
(GPx) et de catalase.

Il est démontre que I'accumulation du plomb dans les différents compartiment des cellules du foie,
du rein et du cerveau produit des dommages oxydatifs par le renforcement de la peroxydation des
lipides membranaires et I’oxydation des protéines, un processus délétére produit uniquement par les
radicaux libres (Villeda-Hernandez et al., 2001 ; Kang et al., 2004).

Nos résultats sont similaires au travaux d'Adebayo et al., (2009 ) qui rapportant que la catalase et
le glutathion réduit augmenté de facon significative dans le sang chez les rats intoxiqué par le
plomb. La diminution de l'activité de la SOD dans le sang chez les rats intoxiqués par le plomb peut
étre due a la diminution de la concentration de cuivre dans le sérum (Farmand et al., 2005;
Sujatha et al., 2011).Les radicaux produisent une diminution de la fluidité de la membrane
cellulaire, et une augmentation du taux d'hémolyse des érythrocytes, I'exposition au plomb réduisant
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le niveau de sélénium dans le sang en formant un complexe sélénium-plomb hautement lié, qui est
excrété par le corps (Flora et al., 1982).

Cette baisse de GSH peut étre expliquée par sa participation dans les réactions de détoxication
des ROS (La détoxication des métabolites toxiques se fait par le balayage du glutathion réduit
(GSH). Cependant, les quantités élevées des métabolites toxiques conduisent a un épuisement de
glutathion hépatique suite a I’augmentation des radicaux libres. Ces oxydants entrainent une
nécrose au niveau des cellules hépatiques induisant I’augmentation de la concentration des
aminotransferases (Upadhyay et al., 2009), Le plomb possede une grande affinité pour les
groupements thiols protéiques des membranes cellulaires hépatiques, ce qui conduit a des nécroses
hépatiques et la sortie des aminotransferases dans le sérum (Gurer et Ercal, 2000).
L’augmentation sensible de I’activité enzymatique de la GPx aprés réception I’acétate de plomb
peut étre expliquée par la participation du glutathion réduit dans les réactions de réduction des
peroxydes formés (Zhu et al., 1994). La baisse de la concentration de GSH est en concordance avec
I’augmentation de I’activité des enzymes antioxydantes. L’augmentation de I’activité de cette
enzyme (GPx) montre que les cellules du foie peuvent probablement contenir une forte
concentration d’eau oxygénée et d’hydroperoxydes organiques (Aouacheri et al., 2009).

L activité de la superoxide dismutase SOD diminue significativement dans les tissus étudiés (foie
et rein) chez les rats intoxiqués par rapport aux témoins qui pourrait étre due a la production
massive des anions superoxides et a une déficience en cuivre comme cofacteur enzymatique(Matés
et al., 2000). Le SOD joue un réle treés important dans le systéme antioxydant par la dismutation de
I’anion superoxyde pour former H202 et O2 (Mylorie et al, 2001).

L'augmentation de catalase tissulaire (fois et rein) chez les rats intoxiqués comparés aux rats
témoins pourrait étre due a I’effet du plomb sur les acteurs du systéeme de défense cellulaire par
accélération de I’activité de ce enzyme(Alghazall et al., 2008 ; Annabi et al., 2007 ; Bondy et
al.,1996 ; Costa et al., 1997).

Effet de manganeése sur les enzymes de stress :

Plusieurs travaux suggérent que l'exposition au Mn induit une variété de changements cellulaires
due a une augmentation du stress oxydatif, et I'insuffisance des systémes d'énergie métabolismes et
antioxydantes (Kitazawa et al., 2002; Roth et Garrick, 2003; Dobson et al., 2004; Hirata et al.,
2004; Olanow, 2004).

Des études récentes ont mis en évidence le lien entre stress oxydatif et le dysfonctionnement

mitochondriale due a I'exposition a ce métal (Mn) (Milatovic et al., 2007).
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En outre, il a été émis une hypothése selon laquelle la toxicité par Mn est associée a un
dysfonctionnement mitochondrial qui s'accumulepréférentiellement dans la matrice mitochondriale
(Liccione et Maines, 1988 ; Brown et Taylor, 1999), reflétant a sa forte affinité avec de calcium
(Gavin et al., 1999).

Le stress oxydatif généré par de fortes concentrations de Mn conduit a I'induction de l'ouverture
des pores et de la perméabilité mitochondriale de ces derniers, dépendant de Ca'?, ce qui entraine
une augmentation de la solubilité aux protons, ions et solutés, la perte potentielle de la membrane
mitochondriale interne, dépréciation des actions de phosphorylation oxydative et de la synthése
d'ATP et le gonflement mitochondrial (Gavin et al., 1990; Yin et al, 2008a; Zoratti et Szabo,
1995).

Plusieurs observations ont démontré que le niveau de GSH intracellulaire dépend la toxicité par

Mn, que la déficience de la fonction mitochondriale est un mécanisme clé pour la toxicité par Mn
(Desole et al., 1997; Stredrick et al., 2004; Dukhande et al., 2006). Par exemple, Mn*? peut se
substituer & Fe*? dans les cytochromes de la chaine respiratoire cellulaire (avec structure semblable
a I'némoglobine) (Missy et al., 2000), conduisant a la réduction incompléte de O; et de la formation
de la libre des radicaux et des composés oxygénés tels que O, et H,0s.
Il a été démontré que le Mn inhibe directement les enzymes de la ETC (Electron Transport Chain)
mitochondrial (Husain et al., 1976; Singh et al., 1979). Il pourrait étre prévu que cette inhibition
peut également améliorer le taux de production de radicaux. L'augmentation de la production de
radicaux serait encore aggravée par la réduction GPx et les activités de SOD(Liccione et Maines,
1988).

Thérapie par I'huile essentielle :

Eugénol, un antioxydant d'origine naturelle qui peut piéger le radical libre produit par I'éthanol, ce
qui pourrait étre la raison de produit peroxidaion lipidique diminué chez les rats traités avec
I'eugénol. Il a été rapporté que de I'éthanol affecte le systeme antioxydant des tissus en proportion
de la quantité d'éthanol ingestion (Scott, 2000).

Nos résultats ont démontré que le traitement par I'huile essentielle de cloue de girofle corrige les
altérations enzymatiques induit par l'intoxication du Pb + Mn, selon Saxena et Flora, 2004
I'eugénol compris parmi les antioxydants phénoliques, qui inhibe la peroxydation des lipides en
agissant comme chaine rupture antioxydant, ainsi que I'amélioration les activités des enzymes

antioxydants. Eugénol possede propriété antioxydant caractérisé par son groupe hydroxyle
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phénolique dans sa structure qui donne des électrons a étancher les radicaux libres. Elle empéche
également l'oxydation de Fe*? par H,O, dans la réaction de Fenton(Saxena et Flora, 2004).

Eugénol, un agent hautement libre de piégeur de radicaux, offre une protection contre l'insuffisance
rénale aigué, en agissant comme un inhibiteur antioxydant de la chaine rupture de la peroxydation
lipidique, l'amélioration de l'activité enzymatique antioxydant, en préservant les niveaux de

glutathion intracellulaire et la réduction de I'hypoxie tissulaire(Scott, 2000).

En fin, eugénol empéche I'épuisement des taux de GSH ainsi que les activités de la SOD et CAT,
normalisée l'activité de SOD, empéchant ainsi l'accumulation de H,O, et réduisant ainsi la
production cytotoxique(Scott, 2000).
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Conclusion

Un large soutien des études expérimentales et épidémiologiquesl'implication du stress oxydant
entraine plusieurs maladies.
Les descriptions cliniques se limitaientaux symptomes classiques, rencontrés en
pathologieprofessionnelle ou dans les intoxications graves d’origine alimentaire due au plomb
(encéphalopathie et paralysie pseudo radiale, coliquesde plomb, insuffisance rénale et goutte,
anemie réfractaire).
En plus, les différents travaux entrepris chez I’animale et I’lhomme ont permis demontrer que le
manganese a forte dose induisait des effets déléteres sur les différentscompartiments de
I’organisme.
Notre travail a porte sur I’'impact de I’intoxication chronique au Pb-Mn etleur pouvoir toxique.
Enemployant plusieurs acces ; biochimiques, dosage des enzymes de stress au niveau érythrocytaire
et tissulaires (foie et rein), ainsi qu’a testé I'efficacité de I’administration de I’huile essentielle
deS.aromaticum a rétablir ou non les dommages causé par ces métaux.
Les résultats montrent que I’administration de I’acétate de Pb a une dose de 2.84 mg/ml et 4.79 mg/
ml de manganése, durant la période gestation et la lactation chez les rats entraine une diminution
tres significative dupoids corporel, et poids des organes étudiés (fois et le rein), Tandis qu’au niveau
sanguin, nos résultats montrent que I’exposition chronique au plomb et manganese entraine des
anomalies métaboliques ( hyper-glycémie, hyper-urémie, hyper-créatinémie, etl’augmentation des
transaminases....) et des anomalies enzymatiques (augmentation de catalase , glutathion
peroxydase ,la diminution de l'activité de glutathion réduit et SOD aux tissus étudiés ) chez les
rats Wistar.
Par ailleurs, on a remarqué que ces différentes perturbations causé par ces métaux sontcorrigées par
I’administration de I’huile essentielle de S.aromaticum. Ce qui est traduit parson pouvoir
régulateurs des différents métabolismes, a ses propriétés anti-inflammatoire, a sonpouvoir
antioxydant contre I’attaque radicalaire et a la diminution de laperoxydation des lipides et
I’oxydation des protéines au niveau hépatique et rénale.
A la lumiére de ces résultats trouvés : Il serait envisageable d’entreprendre unprotocole
expérimental plus approfondi portant sur différents volets :
e Elargissement de la période du traitement par I’huile essentielle de Syzygiumaromaticum pour
une plus grande efficacité dans les tissus qui nécessitent une période de convalescence plus

longue « exemple tissus hématopoiétique ».
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e |l serait nécessaire de réaliser de nouvelles expérimentations portant sur la définitiondes roles de
chaque constituant de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum, arétablir les dommages induits

par ces métaux.
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