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Résumé :

           Le plomb(Pb) et le manganèse(Mn) sont des contaminants environnementaux,
industriels ubiquitaire et neurotoxiques, produisant des changements biochimiques et
histologiques  dans le système nerveux central qui peuvent entraîner des effets sur le
comportement.

           La co-exposition  chronique aux plomb et manganèse  chez rats pendant la période de
développement, a permis d'enregistrer une baisse corporelle des jeunes rats (J30). Ainsi  a
provoqué un changement  des paramètres biochimiques et des lésions histologiques ou ces
résultats sont en faveur d’un dysfonctionnement cérébral  par une dégénérescence des cellules
nerveuse et activation des microglies.

           L'utilisation de différentes techniques relatives aux tests de comportements plus
précisément ceux de l’anxiété (labyrinthe de croix surélevé) et de la dépression (forced
swimming test ) dévoilent clairement que l’intoxication aux Pb-Mn provoque un état anxieux et
dépressif chez les jeunes rats issues de femelles intoxiquées pendant la période de
développement qui est expliquée par un effet délétère du Pb et Mn sur la transmission
dopaminergique et sérotoninergique .On a aussi enregistré une hyperactivité locomotrice
accompagnée d’une augmentation significative dans les comportements stéréotypés (le nombre
de carreaux traversés, le redressement, les visites au centre) évalué par le test (open-field).

         Il ressort à travers le test de reconnaissance d’objet et labyrinthe Y que la co-exposition
aux Pb et Mn  s’accompagne d’une atteinte des performances d’apprentissage et la
mémorisation chez les jeunes rats intoxiqués  pendant la gestation et lactation comparée aux
jeunes rats témoins.

         Dans une autre séries d’expérimentations, nous avons constaté que  le  déséquilibre de la
balance oxydative traduite par  une perturbation dans les activités enzymatiques :Super Oxide
Dismutase ,Glutathionne peroxydase et de la catalase chez les rats intoxiqués comparés aux rats
témoins. Cette perturbation dans les activités des différents systèmes de défense cellulaires est
due à l’effet pro oxydant du plomb qui a engendré une surproduction de radicaux libres.

         Par ailleurs, le dosage du Pb et Mn au niveau sanguin et cérébral a permis de constater
que le cerveau constitue un des sites préférentiels de fixation du Pb et Mn.

        Cependant, l'administration de l’huile essentielle de Syzygium aromaticum (l’HEC) à une
dose de 0,1 ml/kg pendant une durée de 3 semaines à des rats préalablement intoxiqués, induit
une nette amélioration des différents troubles d'ordres neurocomportementaux (activité
locomotrice  ,  dépression  ,  anxiété  et  mémoire   )  ,  biochimiques  (les  enzymes  antioxydants  ,
phosphatase alcaline , glucose et taux du Pb et Mn sanguin et cérébral ) et histologique .Cette
série d'expériences a montré que l’HEC est douée d'un pouvoir correcteur des dommages
causés par les effets toxiques du Pb et Mn  .

Mots clés : Apprentissage, Comportement cognitif, Développement cérébral, Enzymes
cérébrales, mémoire, Plomb, manganèse, Syzygium aromaticum, clous de girofle, Huiles
essentielles.



Abstract:

          Lead (Pb) and manganese (Mn) are environmental contaminants, industrial ubiquitous
and neurotoxic, producing biochemical and histological changes in the central nervous system
that can cause behavioral effects.

          Chronic exposure to co-lead and manganese rats during the development period, allowed
to record a drop in body young rats (J30). Thus caused a change in biochemical parameters and
histological lesions or the results are in favor of a brain dysfunction by degeneration of nerve
cells and microglial activation.

         The use of different techniques for behavior tests specifically those of anxiety (raised
cross maze) and depression (forced swimming test) clearly reveal that intoxication Pb and Mn
causes anxiety and depression in young female rats from intoxicated during the development
period is explained by a deleterious effect of Pb and Mn on the dopaminergic and serotonergic
transmission .We also recorded a locomotor hyperactivity accompanied by a significant
increase in stereotyped behaviors (the number of crossed tiles, recovery, visits the center) rated
by the test (open field).

        It emerges through the object recognition test and y maze there that co-exposure to Pb and
Mn is associated with achievement of learning and memory performance in young rats
poisoned during gestation and lactation compared to youth control rats. In another series of
experiments, we found that the oxidative imbalance reflected a disruption in the enzymatic
activities: Super Oxide Dismutase, Glutathione peroxidase and catalase in addicted rats
compared to control rats. This disruption in the activities of various cellular defense systems is
due to the pro-oxidizing effect of lead which caused an overproduction of free radicals.
Furthermore, the determination of Pb and Mn the blood and the brain showed that the brain
constitutes a preferential binding sites Pb and Mn.

       Furthermore, the determination of Pb and Mn the blood and the brain showed that the brain
constitutes a preferential binding sites Pb and Mn.

       However, essential oil administration Syzygium aromaticum (HEC) at a dose of 0.1 ml / kg
over a period of 3 weeks previously addicted rats induced a significant improvement of
different orders disorders neurobehavioural (locomotor activity, depression, anxiety and
memory), biochemical (antioxidant enzymes, alkaline phosphatase, glucose and Pb rates and
blood and brain Mn) and histological .This series of experiments showed that the HEC is gifted
with protective or corrective power and the damage caused by the toxic effects of Pb and Mn.

Keywords: Learning, Cognitive Behavior, Brain Development, Enzymes brain, memory, lead,
manganese, Syzygium aromaticum, cloves, Essential Oils.
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Introduction

           L'exposition humaine aux métaux neurotoxiques est un problème mondial de santé

publique. Les métaux qui provoquent une toxicité neurologique, tels que le plomb (Pb) et le

manganèse (Mn), sont d'intérêt particulier et probablement irréversible de leurs effets.

L'exposition au Pb dans l'enfance peut avoir comme conséquence des déficits cognitifs et

comportementaux chez les enfants. Ces effets sont de longue durée et persistent à l'âge adulte.

Alors le Mn est un élément essentiel de l'alimentation humaine et sert de nombreuses fonctions

cellulaires dans le corps humain, les niveaux élevés de Mn peuvent entraîner un syndrome

comme  la maladie de Parkinson  et l'exposition in utero de Mn peut nuire le développement

neurologique d'enfance. En raison de l'omniprésence des deux métaux Mn et Pb la réduction de

l'exposition humaine à des niveaux toxiques reste un défi de la santé mondial publique(Neal et

Guilarte, 2013).

Les plantes produisent naturellement des substances actives permettant de se protéger

contre les maladies ou d’attaques extérieures. De celles-ci ont été tirées les huiles  essentielles

(HE). Actuellement, les plantes aromatiques possèdent un atout considérable grâce à la

découverte progressive des applications des leurs huiles essentielles dans les soins de santé

ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines d'intérêt économique. Leurs nombreux

usages font qu'elles connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux

(Tchamdja, 1995 ; Mayer, 2012).

De ce fait, depuis des décennies le clou de girofle (Syzygium aromaticum) est utilisé pour

ses vertus culinaires et médicinales. De plus, d’autres propriétés lui ont été découvertes, comme

par exemple un effet anti-inflammatoire, antibactérien, des propriétés neuroprotectrices,

anesthésique, hèpatoprotectrice, anti-anaphylactiques et anti-oxydantes (El-segaey et al.,

2007 ;ashti-R et al., 2009) .

A la lumière de ces données notre travail a pour objectif d’évaluer l’effet d’huile

essentielle de Syzygium aromaticum sur des rats intoxiqués par l’acétate du plomb et chlorure

de manganèse tétrahydraté  durant la période de développement.

Différentes approches expérimentales ont été développées dans l’exploration du

fonctionnement cérébral :

-Approche physiologique, portant sur la croissance de la progéniture (Taux de natalité,

évolution pondérale)
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 - Approche comportementale (activité locomotrice, test d’anxiété, test de dépression et

test d’apprentissage)

-Approche biochimique (Dosage de la plombémie et détermination de l’activité de

certaines enzymes cérébrales a savoir : phosphatase alcaline, des enzymes antioxydants.

- -Approche histologique: coupe sagittale du cerveau.



CHAPITRE I
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I.1. Généralité

L'histoire des métaux lourds n'a pas été écrite. Et pourtant, ils paraissent étroitement liés

à la civilisation. L'or, l'argent, le cuivre ont permis de fabriquer les premières pièces de

monnaie. La problématique même des métaux et des métaux lourds en particulier repose sur le

fait qu’ils sont très utiles, voire indispensables à l’homme (Di Benedetto., 1997).

Le Pb est l’un des métaux lourds les plus anciens, largement utilisé depuis la période

antique. Ainsi des découvertes archéologiques ont mis en évidence la présence de pb dans des

objets et des pigments dès début de l’Age de Bronze (Lessler, 1988).L'extraction de Pb a connu

son apogée à l'époque romaine (5000 ans), pour la production d'ustensiles, des récipients, des

conduites, des soudures et des monnaies, se servaient aussi de l’acétate de Pb comme

édulcorant et conservateur du vin (Garnier, 2005). Ainsi que lors de la révolution industrielle

où une demande sans précédent s'est accompagnée d'une augmentation exponentielle de

l'intensité des émissions dans l’environnement (Gildlow, 2004).

Chaque année, du fait de l'extraction et de l'utilisation de 3 millions de tonnes de Pb

dans le monde, près de 200 000 tonnes de ce métal sont émises dans l'atmosphère, ce qui fais

une menace permanente pour la santé des populations (Derache, 1989).

Des mesures réglementaires ont progressivement été mises en place afin d’interdire

l’utilisation des peintures contenant du plomb, de réduire l’utilisation des canalisations en Pb

pour la distribution d’eau potable et d’interdire la commercialisation de l’essence plombée

(ORS, 2007).

I.1. Propriétés physico-chimiques du plomb

Le  Pb est un élément trace métallique, xénobiotiques, du latin plombum, ubiquitaire, de

couleur gris bleuté, on le trouve à l’état naturel, sous forme de minerai, il appartient au groupe

IVA de  la  classification  périodique  des  éléments,  ainsi  qu’il  existe  20  isotopes,  dont  16  sont

radioactifs et 4 naturels: 204Pb, 206Pb, 207Pb  et 208Pb (OMS, 2000).

I.2. Les sources d’exposition

Les sources les plus courantes d'exposition au Pb en cours sont la peinture au Pb dans

les vieilles maisons, les sols contaminés, la poussière, l'eau potable, cristal au Pb et poterie

glacée au Pb.
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Tous les auteurs s’accordent pour reconnaître qu’il est souvent difficile d’identifier la

source de Pb ayant intoxiqués l’animal (Landrans et Paclot, 1994; Landrans et al., 1989 ;

1999). En fonction de l’origine des aliments consommés, l’alimentation contribue pour une par

parfois non négligeable à l’apport en Pb. Mais même en absence d’une consommation de ce

type, il existe une exposition de fond, de la population des payés industrialisée, par

accumulation du Pb dans la chaîne alimentaire et également par des techniques inappropriées

de conditionnement ou de cuisson des denrées destinées à la consommation humaine ou

animale (Ait hamadouche, 2009).

I.3. Toxicocinétique

Le métabolisme du Pb absorbé est important à connaître pour comprendre certains

aspects de l'intoxication suit à une exposition.

I.3.1. L’absorption

Trois voie d’expositions au Pb sont possible pour l’homme ; l’ingestion, l’inhalation et

le contacte cutanée.

I.3.1.1. L’absorption digestive

L’ingestion du Pb est, de loin ; la voie d’intoxication prédominante. Notamment chez

les enfants près de 50% du plomb ingéré grâce à les objets portés à la bouche (Traore, 2007)

De plus , la biodisponibilité  du Pb dépend de sa solubilité dans la tractus intestinal,

(Bonnard et al., 2006) , celle-ci évolue entre autre avec le pH locale (augmente avec l’acidité

du  pH)  en  effet,  le  Pb  doit  être  solubilisé  pour  être  absorbé (Amadur et al ., 1996), cette

absorption s’effectuer par transport actif (saturable) et transport passive ( non saturable), elle est

fortement augmente par le jeune , la carence martiale en Mg+2,vitamines B1, Fe, les régimes

alimentaires riche  en graisse et (Happiette , 2010) ,et tout besoin supplémentaire riche en Ca+2

( grossesse, lactation, croissance) (Chaveron, 1999).

I.3.1.2. L’absorption respiratoire

L’absorption pulmonaire du Pb est important pour les personnes exposées en milieu

industrielle dans l’environnement, des entreprises polluantes, mais elle peut également

constituer une voie pour les personnes vivant sous les rejets atmosphérique (ORS 2007).La

détérioration de la peinture à base de pb dans les vieilles maisons et les niveaux élevés de

poussière de maison contaminée au plomb sont les plus fréquentes sources (Pearce 2007).
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En effet, le Pb atmosphérique peut être inhalé sous forme de vapeurs ; de gaz oui

migrant directement jusqu’aux alvéoles pulmonaire ou ils passent dans le sang ou sous forme

des particules métallurgiques qui se dépose sur la muqueuse de différents segment de l’appareil

respiratoire en fonction de leur taille, les plus grosses restant au niveau de rhino-pharynx et des

grosses branches souches, les particules les plus fin diffusent directement vers la membrane

alvéolocapillaire (Philippon, 2000).

De ce fait, la fréquence respiratoire d’un enfant de 3 ans inhale 2fois plus d’air par kilo

de poids qu’un adulte, ainsi que les enfants sont plus actifs physiquement, or l’activité

augmente les besoins en oxygène (o2) et donc la fréquence respiratoire augmente (Happiette,

2010).

Globalement on estimée qu’environ un tiers du Pb absorbé par inhalation, pouvant

atteindre 70% sous l’effet de la température (Saka et al., 2011).

I.3.1.3. L’absorption cutanée

Le Pb peut aussi pénétré par voie cutanée, à la faveur de lésion de la peau et pour

certains composés organiques, grâce à leur liposolubilité. Des tests in vitro réalisé sur la peau

humain ont permis de classer différents composées du Pb selon leur taux d’absorption par ordre

décroissent : tétrabutyl de pb > naphtalène de pb >acétate de pb > oxyde de pb (Bress et

Bidaneset, 1991).

I.3.2. La distribution

Après avoir  été absorbé, le Pb passe dans le sang est réparti entre les hématies (plus de

90% se trouve liée aux érythrocytes), dans ces hématies 52% du plomb est fixé à l’hémoglobine

(Ong et Lee 1980), Le compartiment sanguin est par le même un carrefour de tous les trajets du

plomb dans l’organisme, c’est la raison pour laquelle au plan analytique le Pb doit être  dosé

dans le sang totale et non pas seulement dans le plasma.

Le second compartiment est formé des tissus mous et possède lui aussi une demi de vie

de 40 jour, quant au troisième compartiment, il correspond l’os et se distingue par une demi de

vie très long (10-20 ans), avec une concentration de 95% de plomb contenu dans l’os

(Demichele, 1984). (Voir figure 01)
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Figure 01: Répartition du plomb dans l’organisme (Happiette, 2010)

I.3.3. L’élimination

Chez l’homme, la principale voie d’excrétion du Pb est urinaire, au moins de 75% du Pb

absorbé son éliminé par cette voie (Haguenenoer et Furon 1982 ; Orloff et al., 2004), comme

la concentration du Pb dans la bile est dix fois supérieurs à celle de l’urine (Laurewys, 1983 ;

Bonnard et al., 2006). La quantité du Pb contenue dans les fèces reflète plus le Pb non absorbé

par l’intestin que le Pb excrété par voie biliaire (Saka et al., 2011).

Le  Pb  peut  également  s’éliminer  par  la  salive,  la  suer,  les  cheveux  et  les  ongles.

Négligeable dans des conditions normale, l’exposition à la chaleur peut entraîner chez l’homme

une excrétion sudorale supérieure à l’élimination urinaire (Asayama et al., 1975 ; Piechalak et

al., 2008),ainsi que le Pb en raison de sa similarité avec le calcium est excrété dans le lait

(INRS, 2003). (Voir la figure 02)

2%8%

90%

biodisponibilité

sang
foie



Le plomb

7

Flux en µg Pb/jours :

Temps de résidence : T

Figure 02: Le devenir du plomb dans l’organisme (Brun et al., 1995).
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I.4. La toxicité de plomb

Le Pb ne joue aucun  rôle physiologique au sein de l’organisme, (Kahloula., 2009) mais

il est toxique pour les systèmes hématopoïétique, rénal, reproducteur, cardiovasculaire et

nerveux central et périphérique. Les symptômes de l'intoxication au plomb chez les adultes, s'ils

sont présents, sont non spécifiques et varient considérablement entre les individus (Karri,

2008), et aussi  selon sa forme chimique, la fréquence, la durée et la voie d'administration

(Nabil .M Ibrahim et al., 2012).

I.4.1. Intoxication chronique

La toxicité du plomb peut se manifester cliniquement dans plusieurs organes. Spécifique

dysfonctionnement du système organe comprend le système nerveux central et périphérique, et

le système rénal, hématologique, gastro-intestinal et reproductif. (Voir Figure 03).

Légende :                Augmenté la fonction ;Diminué la fonction.

Figure 03 : Effets du plomb inorganique sur les enfants et les adultes (ATSDR, 1990)

http://www.aafp.org/afp/1998/0215/p719.html#afp19980215p719-f1
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I.4.1.1. Effet Enzymatique

La principale cause de la toxicité du Pb est son interférence avec une variété d'enzymes

car il se lie à des groupes sulfhydryle trouvés sur de nombreuses enzymes. (Pearson et

Schonefeld, 2003). Le pb est capable de se lier et d'interagir avec un grand nombre des

mêmes enzymes que ces métaux, mais, en raison de sa composition chimique différente, ne pas

fonctionner correctement en tant que cofacteur, interférant ainsi avec la capacité de l'enzyme à

catalyser la réaction normale ou réactions. Parmi les métaux essentiels qui interagissent de

plomb sont le calcium, le fer et le zinc(Kosnett, 2006).

I.4.1.2. Effet sur le système nerveux central (SNC)

En témoignent, chez les enfants intoxiqués, la présence de modifications de l'humeur et

de l'attention, ou la diminution des performances intellectuelles perceptibles par exemple lors

de l'apprentissage de la lecture ou des mathématiques (Banks et al, 1997).

        Figure 04 : région de la perte de volume s'affichent en couleur sur un modèle d'un cerveau

normal (Cecil et al., 2008).

http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfhydryl_group
http://en.wikipedia.org/wiki/Lead_poisoning#cite_note-Pearson03-7
http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme
http://en.wikipedia.org/wiki/Lead_poisoning#cite_note-Kosnett06-238-71
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Cette neurotoxicose est due à la perturbation des mécanismes de libération de

neurotransmetteurs régulés par le calcium (Godwin, 2001), Plusieurs modes d’action sont

proposés : compétition du plomb avec le calcium et blocage des canaux calciques, inhibition de

la Na+/K+-ATPase membranaire,; la croissance, la différenciation et la survie des neurones

pourraient également être indirectement altérées, du fait d’effets toxiques du plomb sur les

cellules gliales. (INSERM, 1999).Mener des causes atteinte asymptomatique fonction

neurocomportementaux chez les enfants à des doses insuffisantes pour produire

encéphalopathie clinique (WHO, 2010), ont été associées à importantes diminutions de volume

de matière grise pour plusieurs régions corticales (Figure 06). L'analyse volumétrique a révélé

une relation dose-effet linéaire inverse entre la plombémie moyenne de l'enfance et de volume

dans des régions spécifiques du cerveau (Cecil et al., 2008).

I.4.1.3  Effets sur les systèmes neurotransmetteurs

Le plomb interfère avec la libération de neurotransmetteurs , les produits chimiques

utilisés par les neurones d'envoyer des signaux à d'autres cellules (Dart et al.2004).

I.4.1.3.1. Sur système dopaminergique

C’est les cellules capables de libérer de la dopamine, ce sont surtout des neurones soit

dans le SNC soit dans SNP comme pour tout système, il y a des familles de récepteurs qui vont

contrôler le tonus des muscles striés (Girodet, 2010).

L’effet du plomb consiste a une défaillance dans la régulation de la synthèse de la

dopamine et de sa libération (Croy-Slechta, 1995), accompagne d’une inhibition de la

transmission synaptique dans les nerfs périphériques (Tong et al, 1995).

I.4.1.3.2 Sur système glutaminergique

Le Pb  interfère avec la libération de glutamate , un neurotransmetteur important dans de

nombreuses fonctions, y compris l'apprentissage, en bloquant les récepteurs N- Méthyl D-

aspartate (NMDA),le ciblage de ces récepteurs est considéré comme l'une des principales

causes de plomb de la toxicité pour les neurones(Xu et al., 2009).

I.4.1.3.3. Système cholinergique

L'acétylcholine, (ACh), est un neurotransmetteur qui joue un rôle important aussi bien

dans le système nerveux central, où elle est impliquée dans la mémoire et l'apprentissage,

notamment dans l'activité musculaire et les fonctions végétatives.

http://en.wikipedia.org/wiki/Neurotransmitter
http://en.wikipedia.org/wiki/Neuron
http://en.wikipedia.org/wiki/Glutamate
http://en.wikipedia.org/wiki/NMDA_receptor
http://en.wikipedia.org/wiki/Neurotoxicity
http://fr.wikipedia.org/wiki/Neurotransmetteur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_central
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9moire_(sciences_humaines)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Apprentissage
http://fr.wikipedia.org/wiki/Muscle
http://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_autonome
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 Par ailleurs, Le plomb décline la libération d’acétylcholine et diminue la fonction

cholinergique in vivo et in vitro (Croy-slechta, 1995).

I.4.1.4  Effets sur le système nerveux  périphérique

Le système nerveux Périphérique  (SNP) est plus important chez les adultes et le

système nerveux central est plus important chez les enfants (Bellinger., 2004).

Une atteinte sur SNP caractérise par une baisse de la conduction nerveuse se traduit sur

le plan histologique par un changement pathologiques dans ces fibres comprennent

démyélinisation segmentaire et dégénérescence des axones. (Dart et al., 2004).

I.4.1.5  Effets hépatiques

Le foie, par l'intermédiaire de la veine porte, est le premier organe exposé aux aliments

absorbés par voie parentéral et à tout autre xénobiotique. Elle  se compose de tissu métabolique

fortement actif contenant un équipement enzymatique très important de désintoxication désigné

sous le nom des systèmes d'enzymes de la phase I et de la phase II qui sert à protéger les autres

systèmes physiologiques des effets toxiques des composés xenobiotique. Plusieurs études ont

rapporté que le Pb induit une forte hépatotoxicité et provoque des changements dans le

métabolisme du cholestérol, une prolifération des cellules du foie, et de synthèse d'ADN

indiquant une hyperplasie hépatique (Dini et al., 1999).

De plus, l’accumulation des quantités significativement élevée du Pb au niveau du foie

est impliquée dans l'induction d'un effort oxydant importante ; et ce par une peroxydation de

lipide avec l'inhibition concomitante de plusieurs enzymes antioxydants telles que la superoxide

dismutase (SOD), catalase, glutathion peroxydase, le glutathion réductase. Ceci a été

accompagné d'une augmentation simultanée en bisulfure de glutathion (GSSG) et d'une

réduction du rapport GSH/GSSG (Sandhir et Gill, 1995 ; Aykin et al., 2003).L'exposition au

Pb chronique augmente également l’activité de la phosphatase alcaline et α-glycérophosphate

déshydrogénase qui pourrait être une adaptation aux changements métaboliques, structuraux et

fonctionnels dans les organites des cellules hépatiques en raison de Pb (Bashir et Taib, 2012).

I.4.1.6.Effets sur la reproduction

Chez l'homme, les études suggèrent qu'une exposition à long terme au plomb de

plusieurs années, de l'ordre de 6 à 10 ans (plombémie supérieure à 400 μg/l), provoque une

réduction de la production des spermatozoïdes due à une diminution de la stéroïdogenèse

(Anjum et al., 2011),et donc, un risque d’hypofertilité (Alexander et al., 1996).

http://en.wikipedia.org/wiki/Lead_poisoning#CITEREFDart04
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Chez les femmes ayant une plombémie moyenne de 150 μg/l, plusieurs études n’ont

montré aucune augmentation du risque d'avortement spontané comparativement à un groupe

témoin (Murphy et al., 1990). Cependant, une baisse de fécondité a pu être associée à un

groupe de femmes qui présentait des plombémies comprises entre 290 et500 μg/l (Sallmen et

al., 1995 ; Greenlee, 2003).

Par ailleurs, contrairement aux résultats d'une étude qui suggérait que le plomb

entraînait une réduction du poids de naissance, des accouchements prématurés et une altération

de la croissance et du développement fœtal, une étude plus récente ne retrouve pas d'effet sur le

poids de naissance ou la durée de la grossesse pour les mères dont les plombémies sont

inférieures à 150 μg/l (Bellinger et al., 1991).

I.4.1.7. Effets cancérogènes

En 1980, le groupe d'experts réunis par le Centre international de recherche sur le cancer

(CIRC) a conclu que le plomb et ses dérivés inorganiques étaient potentiellement cancérogènes

pour l'homme (groupe 2B) (IARC, 1980). Certains composés du plomb exercent une faible

activité génotoxique dans les cellules de mammifères, par des mécanismes indirects reposant

sur la perturbation de l’activité d’enzymes impliqués dans la synthèse, la réparation ou le

maintien de la structure hélicoidale de l’ADN. En outre, certains composés du plomb peuvent

contribuer à un effet cancérigène en agissant au niveau de protéines nucléaires, où ils

exerceraient une activité promotrice ou induiraient une stimulation de la prolifération cellulaire

(Zelikoff et al 1988, Fowler et al 1994). En particulier, il a été montré que l’ion Pb2+ peut, à

faible concentration, stimuler l’activité de la protéine kinase C. Cela indiquerait un potentiel

cocancérigène et/ou promoteur (MarLovac et Goldstein, 1988). La formation d’inclusions

nucléaires composées de protéines acides complexées au Pb2+ peut également influencer la

croissance et la division cellulaire (Beck, 1992).
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         L’intoxication au manganèse  est une maladie initialement décrite par Couper en 1837,

est fréquemment retrouvée chez les mineurs, les soudeurs, et les ouvriers travaillant dans le

blanchiment du textile. En effet, lorsque les conditions de travail sont mauvaises (ventilation

insuffisante, protection limitée), ces travailleurs respirent des particules de Mn tout au long de

leurs années de travail.

            Le Mn est  un élément essentiel  pour les humains,  les animaux et  les plantes.  Que l’on

trouve dans l’air, le sol et l’eau. Il est un oligoélément essentiel requis pour la fonction normale

et le développement de nombreux processus physiologiques. En effet, le Mn est un constituant

d’un grand nombre d’enzymes cellulaires (comme la superoxyde dismutase-2 ou la pyruvate

carboxylase) et sert à en activer d’autres (les kinases, décarboxylases, transférases,

hydrolases…) (Hurley et al., 1984). Dans le système nerveux central, Mn fonctionne comme

un cofacteur d'enzymes nécessaires à la fonction neuronale et la biosynthèse des

neurotransmetteurs (Bouchard et al. 2011). Normalement, les mécanismes régulateurs

maintiennent des niveaux homéostatiques de Mn dans le corps en contrôlant l'absorption et

l'élimination des excès métallique  par excrétion hépatobiliaire. Les besoins physiologiques en

manganèse sont facilement couverts par l’alimentation. (Roberto et al., 2014).

II.1. Propriété Physicochimiques :

            Le  manganèse  est  un  élément  chimique  noté  Mn  (Figure 05), de masse moléculaire

54,9g/mol et avec un numéro atomique Z=25, qui appartient au groupe VIIB dans la

classification périodique des éléments  (Daoust, 2012).

Figure 05 : Photo du manganèse sous forme minérale

extrait d’un minerai. Daoust, 2012
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II .2. Sources d’exposition :

             Le Mn est l’un des métaux les plus abondants sur la surface de la terre, recouvrant

environ 0,1% de la croute terrestre. On trouve le Mn sous forme pure mais aussi

associé  à  plus  de  100  minéraux.  L’homme  peut  être  exposé  au  Mn  de

quatre façons : par l’eau, par l’alimentation, par l’air ou encore par contact avec des

produits industriels (ATSDR, 2000). Les expositions professionnelles aux composés

inorganiques du Mn se produisent presque uniquement par inhalation de poussières et de

fumées contenant du Mn. Elles sont surtout reliées aux émissions des véhicules automobiles et

des camions lors de l'entretien de même qu'aux poussières de minerais lors de l'extraction et du

traitement, aux opérations de préparation d'acier au Mn, dans les usines de fabrication de piles

sèches de même que dans les opérations de soudage d'acier au manganèse et utilisant des

électrodes à fortes teneurs en Mn. (ACGIH, 2001).

II .3. Rôle physiologique du Mn :

           Le Mn est indispensable au bon fonctionnement de nombreux organes mais aussi à celui

du système immunitaire. Il joue un rôle important dans la régulation de la glycémie ou encore

pour la production de l’énergie cellulaire, la reproduction, la digestion et la croissance des os.

Le Mn est également nécessaire (avec le potassium) pour initier la coagulation du sang

(Aschner et al., 2006). Placés expérimentalement en carence de Mn, les hommes présentent

une éruption érythémateuse sur le torse et les femmes développent une humeur altérée et une

augmentation de la douleur pendant la phase prémenstruelle du cycle ovarien (Aschner, 2005).

II .4. Toxicocinétique :

II .4.1. L’absorption:

            Les états d’oxydation du Mn affectent son absorption. des recherches ont montré que la

forme Mn2+ (MnCl2) est plus facilement absorbée que les autres tels que les sels de sulfates ou

acétate (Gibbons et al., 1976).  La  voie  d’absorption  est  aussi  importante  puisque  le  Mn  est

absorbé plus rapidement par inhalation que par les autres voies (Tjälve et al., 1996). En effet,

très peu de Mn passe la barrière cutanée. L’absorption de Mn après inhalation, par injection

intraveineuse ou intrapéritonéale (expérimentation chez l’animal) permet de contourner la

faible absorption du Mn par le tract gastro-intestinal. En effet, seulement 3 à 10%
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du Mn ingéré est absorbé (Mertz, 2009). Le Mn absorbé sous la forme Mn2+ par l’intestin est

complexé avec les protéines du sang qui sont ensuite éliminées par le foie via la veine porte. De

nombreux processus physiologiques permettent cette régulation de l’entrée de Mn et le

maintien de son homéostasie. A titre d’exemple, chez l’animal il est connu que le Mn inhalé est

transporté de façon rétrograde de l’épithélium olfactif jusqu’au striatum cérébral (Gianutsos et

al., 1997).

II .4.2. Distribution du Mn:

            Le Mn est  présente dans tous les tissus du corps.  Les plus forts taux sont couramment

trouvés dans le foie, les reins, le pancréas et les glandes surrénales (Sumino et al., 1975). Des

concentrations intermédiaires sont trouvées dans le cerveau, le cœur et les poumons (ATSDR,

2000), avec une accumulation préférentielle dans certaines régions du cerveau des nourrissons

et jeunes animaux (Kontur and Fechter, 1988). Les plus faibles concentrations sont trouvées

dans les os et la graisse. Certaines études suggèrent que les tissus riches en mitochondries (par

exemple le foie, les reins et le pancréas) contiennent plus de Mn (Kato, 1963).

II.4.3.Métabolisme :

            Cet élément chimique  est capable d'exister dans un certain nombre d'états d'oxydation,

et des données limitées suggèrent qu'il peut subir des changements dans l'état d'oxydation dans

le corps. L'état d'oxydation de l'ion de Mn dans plusieurs enzymes semble être Mn (III), tandis

que la plupart des Mn pris de l'environnement sont Mn (II) ou Mn (IV)Roberto et al., 2014.

Gibbons et al. (1976) ont suggéré que l'oxydation du Mn se produit dans le corps. Il a observé

que la céruloplasmine humaine a provoqué l'oxydation de Mn (II) à Mn (III) in vitro et, bien

que le processus n’ait pas été étudié in vivo, il est probablement un mécanisme pour l'oxydation

de Mn dans le sang.

II .4.4. Excrétion du Mn :

Le Mn est entièrement excrété par les fèces, seule une toute petite proportion (0,1-2%) est

éliminée par les urines (Hauser et al., 1994) . De plus, le Mn fécal est composée de Mn ingéré

non absorbé et de Mn excrété par la bile (Davis and Greger, 1992). La

sueur, les cheveux et le lait maternel contribuent aussi à l’excrétion du Mn (Daoust, 2012).
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II .5. La toxicité de manganèse

II .5.1. Neurotoxicité :

         Le système nerveux central est la principale cible de la toxicité de Mn. Bien que le  Mn

est connu pour être un toxique cellulaire qui peut nuire des systèmes de transport, activités

enzymatiques et les fonctions du récepteur (Aschner et Aschner 1991 ; Roberto et al., 2014).

         Le Mn provoque une réduction importante des niveaux de dopamine dans le noyau caudé,

putamen(Karin Tuschl et al., 2013) une réduction de noradrénaline dans l’hypothalamus

(Bernheimer et al. 1973). des études chez les primates non humains exposés au Mn ont montré

une dégénérescence dopaminergique dans le striatum ; Cependant, ces animaux expriment des

dysfonctionnement des neurones dopaminergiques (Guilarte et al., 2008), une conclusion qui a

été confirmée chez les rongeurs (Karin Tuschl et al., 2013).

          Les effets du manganèse sur d’autres neurotransmetteurs tels que l’acide g-

aminobutyrique (GABA) et le glutamate ont aussi été étudiés. Alors qu’il semble que le

manganèse peut moduler le GABA chez les animaux de laboratoire, la nature de la réponse peut

varier selon la région du cerveau (Karin Tuschl et al., 2013). Les résultats dans le cas du

glutamate semblent plus clairs, les données indiquant que le manganèse accroît la fréquence de

libération du glutamate et élève aussi les concentrations extracellulaires en réduisant le captage

par les astrocytes, ce qui peut entraîner une excitotoxicité (Miele et al., 2000; Centonze et al.,

2001; Erikson et Aschner, 2003).

          Les changements histologiques majeurs comprennent une diminution marquée des fibres

myélinisées et une prolifération des astrocytes (Yamada et al.,  1986), contrastant ainsi avec

ceux observés dans le parkinsonisme : dépigmentation et perte neuronale dans le système

nerveux central, le locus ceruleus et le noyau dorsal du nerf vague ; présence occasionnelle de

corps de Lewy et d’enchevêtrement neurofibrillaire dans le cortex cérébral(Ostiguy et al.,

2003) .

         Les effets néfastes sur le système nerveux résultent probablement de l’échec des enzymes

protecteurs à détoxifier les excès de manganèse ou à altérer son potentiel d’oxydation. Le

cortex cérébral est probablement une zone cible critique, en plus des noyaux gris centraux.

Mémoire de travail semble être affectée par la toxicité de Mn dans le noyau caudé dans le

striatum, le cortex frontal et le cortex pariétal, comme le montre les primates non humains



Manganèse

17

(Guilarte, 2013). Effets  sur  la  santé  associés  à  l'exposition  élevée  Mn  chez  les  enfants  sont

altération de la fonction cognitive, avec des diminutions dans la mémoire, l'apprentissage

verbal, et l'intelligence (Khan et al., 2012).

           Au niveau cellulaire, le manganèse peut s’accumuler dans la matrice mitochondriale, sa

sortie des mitochondries est cinétiquement très lente (Gavin et al., 1990). Un

dysfonctionnement mitochondrial et une insuffisance du métabolisme énergétique semblent être

les mécanismes clés de l’action cytotoxique. Les données in vivo et in vitro semblent indiquer

que le manganèse peut bloquer la phosphorylation oxydative et perturber la fonction

mitochondriale, et peut nuire au métabolisme énergétique au niveau de la glycolyse et du cycle

de l’acide citrique (Hirata et al., 2001; Zhang et al., 2003; Zwingmann et al., 2004).

        Certaines données indiquent qu’une quantité anormalement élevée de manganèse dans le

cerveau peut perturber la répartition intracellulaire du Ca2+ et conduire à des altérations de

l’homéostasie du calcium (Chetty et al., 2001).

II .5.1.1. Manganisme :

          Il a été montré qu’une exposition chronique au manganèse (inhalation supérieure à 0,15

µg de Mn /m3 d’air par jour) induit une accumulation de cet ion dans le cerveau (Bonilla et al.,

1982). Seule une exposition chronique (plusieurs années) peut induire le manganisme ; une

exposition aiguë chez l’homme n’a jamais été reportée dans la littérature. Chez le rongeur, elle

peut induire un arrêt cardiaque (Jiang et Zheng, 2005). L’atteinte du système nerveux central

conduit à une variété de perturbations psychiatriques et motrices. Les premières conséquences

visibles d’une intoxication au Mn ont été des syndromes extra-pyramidaux, similaires à la

maladie de Parkinson(MP)(Couper, 1837; Barbeau, 1984), comme la bradykinésie,

tremblement, trouble de la démarche, posture instable et dystonie et/ou, mais aussi des déficits

cognitifs comme la perte de mémoire, perte du langage, diminution de la flexibilité mentale,

ralentissement cognitif (Josephs et al., 2005; Weiss, 2006). D’autres symptômes semblent être

plus spécifiques du manganisme tels que les changements de l’humeur et de l’état psychiatrique

(dépression, agitation, hallucination, rires et pleurs anormaux). Pour plus d’information,

Bowler et al., 2007 ont réalisé une liste des revues de la littérature traitant des symptômes

neurologiques et neuropsychologiques des travailleurs exposés au manganèse.

http://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_de_Parkinson
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La dégénérescence neuronale est évidente au niveau du globus pallidus avec des dommages

moins sévères dans le striatum (putamen et noyaux caudés) et dans la substance noire réticulée.

(Dietz et al., 2001).

II .5.2. Immunotoxicité :

Une augmentation de la sensibilité à l'infection a été observée chez les souris et les cobayes

exposés au manganèse par inhalation de matières particulaires dans l'air pendant une courte

période. Variation du taux sanguins de leucocytes, les lymphocytes et les neutrophiles ont

également été observées chez les rats et les souris par administration orale de manganèse

pendant une courte durée. Cependant, il reste encore des informations limitées qui sont associée

à toute altération significative du système immunitaire (Gad ,2014).

II .5.3. Génotoxicité:

             L'exposition à des doses élevées de manganèse affecte la réplication de l'ADN dans des

bactéries et de la réparation et provoque des mutations dans des cellules de mammifères et

micro-organismes. Dans les cellules de mammifères, le manganèse provoque des dommages de

l'ADN et les aberrations chromosomiques. (Lima et al., 2011).

II .5.4. Reprotoxicitè:

             L'exposition de lapins mâles adultes au manganèse par une dose intratrachéale unique

conduit à la dégénérescence des testicules, accompagnée par une perte de la spermatogenèse et

la stérilité complète.  Les rats gestante exposées à des concentrations élevées de manganèse par

voie orale ou par injection connu moins de grossesses ou les pertes post-implantation et

augmentation le nombre de mortalité fœtales chez la souris. Chez l'homme, l'impuissance et la

perte de la libido sont plaintes communes chez les travailleurs exposés professionnellement au

manganèse qui ont été atteints de signes cliniques de manganisme(Gad ,2014).
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III.1. Généralité

 Depuis des siècles, l'homme a utilisé les plantes dans plusieurs domaines, tels que la

parfumerie, la pharmacologie et l'agroalimentaire, grâce  à leurs propriétés découvertes par

hasard. Les plantes produisent un grand nombre de composés, dont, il n'y a pas très longtemps,

on ne connaissait pas le rôle pour la plante. Ces composés ne sont pas produits directement lors

de la photosynthèse mais résultent de réactions chimiques ultérieures d'où le nom de

métabolites secondaires (El Haib, 2011).C'est après le développement de la chimie que les

huiles essentielles  extraites de plantes commencent à livrer leurs secrets et leurs composants

principaux ont été identifiés. Actuellement, plus de 100000 substances sont connues (Malo,

1991).

Elles ont des propriétés et des modes d'utilisation particuliers et ont donné naissance  d'une

branche nouvelle de la phytothérapie : l'aromathérapie (AFNOR, NF T  75-006 ,1998).

L’aromathérapie est l’utilisation médicale des extraits aromatiques de plantes. Ce mot

vient du latin « aroma» signifiant odeur et du grec « therapeia » signifiant traitement. Il s’agit

donc de soigner à l’aide de principes odorifères (Mayer, 2012) .Cette dernière est définie

comme étant l’utilisation des principes actifs contenus dans les huiles essentielles chémotypées,

c’est à dire de composition biochimique bien connue, par divers voies ou un soin préventif ou

curatif d’un large panel d’affections chez l’homme, l’animal et la plante,  tant au niveau de la

destruction des foyers infectieux pathogènes que de la gestion des  troubles symptomatiques,

organiques ou fonctionnels de la dite affection » (Baudoux, 2008).

III .2. Les huiles essentielles

III .2.1.  Définition

Le terme « Huiles essentielles » est défini comme un produit odorant, généralement de

composition complexe obtenu à partir d’un métier première botaniquement définie; soit par

entraînement à la vapeur d'eau, soit par distillation sèche, soit par un procède mécanique

approprié sans chauffage l'huiles essentielles est le plus souvent séparé de la phase aqueuse par

un procède physique n'entraînant pas de changement significatif de sa composition (Milpied,

2009).
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III .2.2. Répartition, localisation et lieu de synthèse dans la plantes

Les HE sont largement réparties dans le règne végétal; certaines familles sont

particulièrement riches: Conifères, Rutacées, Myrtacées, Ombellifères, Composées, Labiées

(Chami, 2005).elles peuvent être stockées dans divers organe fleur (origan), feuillés

(citronnelle), écorce (cannelier), bois (bios de rose), rhizomes (acore), fruits (badiane), ou grain

carvi (Degryse et al, 2008).Les HE n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs.

Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans

des cellules glandulaires spécialisées, souvent situées sur ou à proximité de la surface des tissus

de plantes et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockés dans des cellules dites

cellules à huiles essentielles exemple : (Lauraceaeou  Zingiberaceae), dans des poils sécréteurs

(Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceaeou  Rutaceae) ou dans des canaux

sécréteurs (Apiacieaeou Asteraceae) (Oussalah et al., 2006).

III .2. 3. Composition Chimique des Huiles Essentielles

 Etant formées de mélanges généralement complexes  de composés organiques, possèdent

des structures et des fonctions chimiques très diverses (Lahlou, 2004). Ces constituants

appartiennent, de façon quasi exclusive, à deux groupes caractérisés ; par des origines

biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoïdes (isopréniques, monoterpènes, les

sesquiterpènes, les diterpènes et les triterpènes) (Buchbauer, 2010). Etles composés

aromatiques sont moins fréquents dans les huiles essentielles. Ces composés aromatiques

constituent un ensemble important car ils sont généralement responsables des caractères

organoleptiques des huiles essentielles. Nous pouvons citer en exemple l'eugénol qui est

responsable de l'odeur du clou du girofle (Teisseire, 1991). Le groupe des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton, 1993).

III .2.4. Paramètres influençant la composition quantitative et qualitative des

huiles essentielles

 Les huiles essentielles présentent une très grande variabilité, tant au niveau de leur

composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité est fondamentale

car les activités biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent être très différentes

(Benini, 2007). Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinsèque,

spécifiques du bagage génétique de la plante ou extrinsèque, liés aux conditions de croissance

et de développement de la plante.
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III .2.4.1. Facteurs intrinsèques

Une huile essentielle doit avant tout autre chose être rapportée au matériel botanique d’où

elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal (Bruneton,

1999). L’influence du stade végétatif (Aprotosoaie et al., 2010), l’organe de la plante

(Chowdhury et al.,2009), les hybridations, les facteurs de mutation, la polyploïdie (Garnéro,

1991; Aprotosoaie et al., 2010) .et le polymorphisme chimique « chimiotypes ou formes

physiologiques » sont les principaux facteurs intrinsèques qui influencent sur la composition et

le rendement des huiles essentielles(Anton et Lobstein, 2005).

III.2.4.2. Facteurs extrinsèques

Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles

essentielles. La température, la quantité de lumière, la pluviométrie et les conditions édaphiques

représentent autant de causes potentielles de variations de la composition chimique d’une plante

aromatique donnée (Mohammad et al., 2009). Il n’y a pas eu mal des travaux ayant mis en

évidence l’influence de l’origine géographique de la matière première (Mohammedi, 2006), les

conditions culturales telles que la date de semis, la date de récolte, les traitements

phytosanitaires, l’emploi d’engrais, ainsi que les techniques de récolte influencent aussi la

composition et le rendement des huiles essentielles (Aprotosoaie et al., 2010).

III.2.5. Procèdes d’obtention des HES

III .2.5.1. La distillation

La technique d'extraction des HE utilisant l'entraînement des substances aromatiques

grâce à la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée à l'heure actuelle. La méthode est basée sur

l'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure aux points d'ébullition des deux

composés, l'huile essentielle et l'eau. En conséquence, les produits aromatiques sont entraînés

par sa vapeur d'eau sans subir d'altérations majeures (Franchomme et al., 1990) il existe

précisément trois différents procédés utilisant ce principe:

III .2.5.2. Hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le

procédé consiste à immerger la matière première végétale dans un ballon lors d’une extraction

au laboratoire ou dans un alambic industriel rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le
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tout est ensuite porté à l’ébullition. La chaleur permet l’éclatement des cellules végétales et la

libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment

avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un

réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de l’eau par différence de densité. Au

laboratoire, le système équipé d’une cohobe généralement utilisé pour l’extraction des huiles

essentielles est le Clevenger (El haib, 2011) (figure 6).

Figure 6 : montage d’hydrodistillation (El haib, 2011).

III .2.5.3. Entraînement à la vapeur d’eau

 L’entraînement à la vapeur d’eau est l’une des méthodes officielles pour l’obtention des

huiles essentielles. A la différence de l’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact

direct de  l’eau et la matière végétale à traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudière

traverse la matière végétale située au-dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur à

travers le matériel, les cellules éclatent et libèrent l’huile essentielle qui est vaporisée sous

l’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est

ensuite véhiculé vers le condenseur et l’essencier avant d’être séparé en une phase aqueuse et

une phase organique : l’huile essentielle. L’absence de contact direct entre l’eau et la matière

végétale, puis entre l’eau et les molécules aromatiques évite certains phénomènes d’hydrolyse

ou de dégradation pouvant nuire à la qualité de l’huile (El haib, 2011)(Figure 7).
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Figure 7 : montage d’entraînement à la vapeur d’eau (Benayad, 2008)

III .2.5.4. Hydrodiffusion

Cette technique  relativement récente est particulière. Elle consiste à faire passer, du haut vers

le bas et à pression réduite, la vapeur d'eau  au travers de la matrice végétale. L'avantage de

cette méthode est d'être plus rapide donc moins  dommageable pour les composés volatil

(Franchomme et al., 1990) (Figure 8).

Figure 8 : montage d’hydrodiffusion (Benayad, 2008).
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III .2.5.5. Extraction à froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont

l’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste à broyer, à

l’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer l’essence. Le produit

ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux,

2008).

III .2.6. Le mode d'action des huiles essentielles

D’après Buchbauer (1993), le mode d'action des huiles essentielles et des produits

odorants se partage entre deux principes théoriques diamétralement opposées: la théorie

d'action réflective et la théorie systémique.

III .2.6.1. La théorie d'action réflective

Soutient que l'odeur d'un produit apporte l'effet désiré en créant des sensations agréables

au niveau des voies olfactives qui les transmettent au cerveau et de là, atteint le système lobaire

responsable des émotions et des sensations comme l'anxiété, l'appétit, la peur.

III .2.6.2. La théorie systémique

Suppose que les molécules des produits odorants en se mettant en contact avec les

cellules vivantes, apportent les effets prétendus de ces molécules.
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IV.1. Généralité

    L’huile de clou de girofle est extraite des boutons floraux de l’arbre de giroflier

(Eugenia aromatica ou Syzygium aromaticum)(Guénette, 2008). Les boutons floraux sont

récoltés avant floraison puis séchés au soleil pour donner cette épice que nous connaissons

bien(Lionnet, 2009).Cette huile est communément utilisée comme épice alimentaire et comme

préservatif d’aliments (Ferland, 2011).Il est démontré que l’huile essentielle  de clou de girofle

(L’HEC) possède des propriétés antioxydantes lors d’applications pharmaceutiques (Chaieb et

al., 2007).Depuis des décennies, le clou de girofle est utilisé pour ses vertus culinaires et

médicinales. Il est beaucoup utilisé en médecine dentaire pour sa propriété d’anesthésique local

(Ohkubo et Shibata, 1997). Aujourd’hui les techniques se sont améliorées  par le mélange

d’oxyde de zinc et d’eugénol on obtient un ciment utilisé en tant que matériau de restauration

temporaire permettant à la fois un excellent scellement et une anesthésie de la pulpe dentaire.

ce ciment est en général très bien toléré par les patients. L’eugénol est aussi utilisé pour

soulager la douleur associée à la pose de prothèses dentaires (Garibaldi et al., 1995 ).

IV.2. Aspect botanique

C’est un grand élancé, d’une hauteur moyenne de 10 à 12 mètres, qui peut

atteindre jusqu’à 20 mètres de haut, à port pyramidal, et au tronc gris clair ridé (Alma

et al., 2007). Ses feuilles, de 8 à 10 cm de long, sont coriaces, persistantes et à la face

supérieure vert rougeâtre et à la face inférieure vert sombre. Elles sont aromatiques et

dégageant une forte odeur de clou de girofle au froissement. L’inflorescence

comprend des petites cymes (4-5 cm) compactes et ramifiées, regroupées en panicules

de 3 à 5 petites fleurs parfumées (Ghedira et al., 2010).

Figures 09:(A): Les boutons floraux non épanoui de giroflier (B) : clou de girofle non

épanoui et Séché (C) : Clou de girofle épanoui (Lionnet, 2009).
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Le fruit appelé « Antholfe », est une drupe ellipsoïde brun violacé, contenant

une seule graine d’environ 1,5 cm de long (Ghedira et al., 2010).

IV.3. classification

Situation botanique de l’espèce Syzygium aromaticum montrés sur le tableau 02.

Tableau 01 : Classification botanique (Goetz et al., 2012).

IV.4 .Origine et culture

 Il est originaire des îles Moluques (Indonésie), maintenant cultivé en Asie tropicale,

Afrique, Amérique tropicale etc. telle: Penang (en Malaisie), Zanzibar et Pemba (en Tanzanie),

Madagascar(Burdock ,1995).

IV.5. Composition chimique

 L’analyse chimique de l’huile de clou de girofle par la spectrométrie de masse couplée à

la chromatographie gazeuse (gaschromatography/ mass spectrometry, GC/MS) a permis

l’identification de 36 composantes (Chaieb et al., 2007). Le principal élément chimique de

l’huile de clou de girofle est l’eugénol (4-allyl-2-methoxyphenol) avec une concentration de 85

% et plus(Figure 10).
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Figure 10 : Structure moléculaire de l’eugénol (Ghedira et al., 2010).

Cette molécule de l’eugenol très lipophile appartient à la famille des phénols, tout comme

la capsaïcine. Les phénols sont des composés chimiques aromatiques ayant une fonction

hydroxyle (groupement OH)(Ferland, 2011).

Tableau02:Les principaux Constituantschimiques des boutentflorauxou«clousdegirofle»

(Goetz et al., 2012)

IV.6. Propriétés pharmacologique

 Plusieurs études ont démontré jusqu’à présent que l’eugénol possède des propriétés

pharmacologiques variées, Outre sa propriété d’anesthésique local, l’eugénol était déjà utilisé

au siècle dernier comme anti-infectieux contre la tuberculose et la gangrène bronchique

(Lebeau et Courtois, 1929).

Depuis d’autres propriétés lui ont été découvertes, comme par exemple un effet anti-

inflammatoire en inhibant la biosynthèse du thromboxane (Reddy et Lokesh, 1994), un effet
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antibactérien (Laekeman et al.,  1990), des propriétés neuroprotectrices (Wie et al., 1997),

anesthésiques (Guenette  et al., 2006), anti-cancer (Newmark, 1996), antihistaminiques

(Nishijima et al., 1998), anti-anaphylactiques (Jadhav et al., 2004), et antifongiques contre

Candida albicans ( He et al., 2007), antiparasitaire(Girard, 2010).Et utilisé pour le traitement

des troubles sexuels masculins comme un  aphrodisiaque (Dashti  et Morshedi, 2009).

Des résultats démontrent que la consommation de certains régimes à base de

plantes peut-être avoir des effets bénéfiques pour le traitement du diabète et indiquent

un rôle potentiel des composés dérivés de  clou de girofle en tant qu'agents insulino-

mimétiques (Prasad et  al., 2005).

IV.7. Pharmacocinétique de l’eugénol

 L’étude menée par Guenette et al., (2006) a démontré la pharmacocinétique de

l’eugénol chez le rat et rapporte que les concentrations plasmatique et sanguine

diminuent rapidement suite à une injection intraveineuse à la dose de 20mg/kg,

L’eugénol présente une demi-vie de 7.05 min dans le plasma et de 12.6 min dans le

sang, suggérant une distribution rapide de l’eugénol aux tissus périphériquesCette

distribution extravasculaire serait en relation avec les propriétés lipophiliques de

l’eugénol.

Suite à une administration orale à la dose de 40 mg/kg L’eugénol présente une

demi-vie de 14h dans le plasma et 18h dans le sang, la concentration d’eugénol dans

la moelle épinière était plus grande que la concentration observée dans le plasma et le

cerveau des rats. Cela suggère que son action au niveau central peut être plus

importante dans la moelle épinière. (Lionnet et al., 2010).

 Les principaux métabolites de l’eugénol dans l’urine des rats, après une

administration d’eugénol, sont des sulfates et des glucuronides conjugués (Guenette

et al., 2006).

IV.8. Mode d’action de l’eugénol

 Le mécanisme d’action de l’eugénol qui présente la  proportion majoritaire de

l’huile de clou de girofle (95%) n’est pas encore tout à fait élucidée. Il agirait sur

plusieurs récepteurs, dont les récepteurs GABA (acide-gamma-amino-butyrique), les

récepteurs NMDA (N-Méthyl-D-Aspartic acid) et, les canaux à Na+ (Ohkubo et

Kitamura, 1997).
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IV..8.1. Action de l’eugénol sur les récepteurs au GABA

 L’eugénol pourrait moduler les voies de la douleur en se liant aux récepteurs

GABA et en augmentant l’affinité du GABA pour son récepteur (Aoshima et

Hamamoto, 1999).l’eugénol potentialiserait la réponse du récepteur GABA induisant

un effet sédatif, mécanisme qui pourrait expliquer son effet anesthésique (Aoshima et

Hamamoto, 1999).

IV.8.2. Action de l’eugénol sur les récepteurs NMDA

 L’effet neuroprotecteur de l’eugénol vis à vis de la neurotoxicité induite par le

glutamate. L’eugénol modulerait l’action du récepteur NMDA en bloquant

partiellement l’entrée massive de calcium à l’intérieur du neurone provoquée par le

glutamate (Wie et al.,  1997).

IV.8.3. Action de l’eugénol sur les canaux à sodium

 L’eugénol inhibe les courants au niveau des neurones par interaction avec les

canaux à sodium inactivés, en ralentissant beaucoup leur passage à une forme activée.

Ces canaux sont essentiels dans l’initiation et la propagation de potentiels d’action

cette inhibition de courants Na+ dans les neurones sensoriels pourrait donc être un

mécanisme important provoquant l’analgésie et diminuant ainsi l’excitabilité

neuronale (Akopian  et al., 1996).



CHAPITRE V
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Notre travail se focalise sur l’évaluation de l’effet de l’huile essentielle de Syzygium

aromaticum sur les rats coexposé par le manganèse et le plomb durant la période de

développement. L’expérimentation est réalisée selonplusieurs approches :phénotypiques,

comportementales, biochimiques et histologiques.

V.1. Matériel végétal

 La matière végétale a été achetéesous forme séchée  chez l’épicerie située au cartier de la

marine dans la wilaya de Saida. (Tableau 03).

          Les Bouton floraux sont moulus à l'aide d'un broyeur électrique jusqu'à l'obtention d'une

poudre (Figure 11) qui sera conservée dans un bocal en verre hermétiquement fermé pour

préserver sa qualité initiale.

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de l'université de Saida.

Tableau 03 :Origineetcaractéristiquedu matérielvégétal(clou de girofle).

                                       Figure 12 :lebroyagedeclou de girofle.

                              Figure 00 :lebroyagedeclou de girofle.

                                      Figure 11 :lebroyagedeclou de girofle.

              Quantité dela plante                             500g

                  La dated'achat                         15/12/2014

            L'originedela plante                           L’inde

                  Partieutilisée                       Bouton floral

                           État                             Sèche
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V.2. Extraction des huiles essentielles par l’hydrodistillation

          L'extraction des huiles essentielles des clous de girofle a été faite par la méthode de

l'hydrodistillation, le procédé consiste à immerger directementle broyat de clou de girofle (30g)

dans unballonde1litres remplit de 700 mld’eaudistillée,l’ensemble

estportéàl’ébullitionpendant5heures.Les

vapeurschargéesdesubstancesvolatilestraversentleréfrigérant(Figure 12)se condensent puis elles

sont récupérées dans un flacon, à travers Ampoule à décanté (Figure13)l’eau et l’HE se séparent par

différence de densité (Boubrit et Boussad, 2007).

Figure 12: Montage d'un hydrodistillateur. Figure 13:Ampouleàdécanté

V.3. Conservation des huiles essentielles

          Les HE récupérées sont recueilles dans un flacon en verre stérile et bien enveloppé par

papier aluminium, et gardé à une température de réfrigération de 4°C pour éviter leur

dégradation (Nelly Grosjean, 2007).

V.4. Le rendementdeshuiles essentielles

Lerendementenhuilesessentiellesestdéfinitcomme étantle rapportentre la masse

d’huileessentielle obtenueetlamassedumatérielvégétalàtraiter(Haj ammar et al., 2009).Le

rendement, exprimé en pourcentage est calculéparla formulesuivante:

  R (%) =M x100/M0

· R (%) : Rendement en huile essentielledematièresèche.
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· M :quantitéd’huile récupéréeexprimée eng.

· M0:quantitédelamatièresècheutiliséepourl’extractionexpriméeeng.

V.5. Animaux d'expérimentation

Expériences ont été menées sur des rats Wistar (obtenus à partir de Charles River) pesant

200±50 grammes. Les animaux étaient logés avec libre accès à l'eau et de nourriture dans une

animalerie, avec un cycle lumière/obscurité de 12/12 heures, à 22 ± 2 ° C.

V.6. Répartition des groupes

           Les rats ont été accouplés une semaine après leur arrivée (trois femelles et un mâle par

cage).

A G0 de l’accouplement, les rats sont divisés en deux lots : groupe témoin et groupe intoxiqué

par le Pb et Mn. Le premier groupe reçoit seulement l'eau distillée et le deuxième reçoitl'eau

distillée contenant l’acétate du plomb (2,84g/l)  et chlorure de manganèse tétrahydraté (4,79g/l)

pendant la période de gestation et lactation.

A J21 les rats sont divisés en trois  lots :

Lot (Pb+Mn): composé d’un effectif de 07  jeunes rats qui  reçoivent de Pb et Mn dans l’eau

distilléedont onadministre l'eau physiologique 0,9%   pendant 21.

Lot Pb+Mn-HEC :composé d’un effectif de 07  jeunes rats  qui reçoivent Pb et Mn dans

l’eaudistillée dont onadministre la solution d’HEC injectablependant 21jours.

Lot Témoin : composé d’un effectif de 07  jeunes rats  qui  reçoivent l’eaudistillée  dont

onadministre l'eau physiologique 0,9%   pendant 21.

V.7. Préparation de solution d’HE injectable

L’HEdeSyzygiumaromaticumestdiluéedansl'eau physiologique avecunegouttede

Tween80pourprépareunedosede0,1ml/kg(Halder et al., 2011).

V.8. La répartition chronologique des protocoles expérimentaux

Chronologie du   protocole expérimental des trois lots des rats (Pb+Mn-HEC, Pb+Mn et T-

solvant) est représenté par la figure 14. L’intoxication des femelles débute dès le premier jour

de la cohabitation avec les rats mâles qui est représenté par G0 et se poursuit pendent la période

de la gestation .les nouveaux nés sont également exposés au plomb jusqu’au J51 après la

naissance. Au J30, ces jeunes rats reçoivent unesolution  injectable d’HEC par  la  voie  intra

péritonéale pendant une durée de 21 jours et qui sont soumis à leur tour à différents tests

comportementaux, à la fin on sacrifie les rat pour récupérer le sang  selon l’ordre chronologique

indiqué dans la (figure 14).
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Figure 14: Chronologie du protocole expérimental

V.9. Evolution du poids corporel et poids  du cerveau

 Le poids corporel de chaque rat a été noté chaque jour durant la durée de traitement

(21jour)  ensuite, nous avons procédé au sacrifice de ces rats et le poids de cerveau des trois

lots a été enregistré.

V.10. Testes neurocomportementaux

V.10.1. L’épreuve de la nage forcée (Forced Swimming Test)

 L’épreuve de la nage forcée a été initialement proposée par Porsolt et al., (1977) comme

épreuve permettant la sélection de molécules à activité antidépressive. Les rats sont placés

durant 15 minutes dans la pièce où se déroule le test. Les animaux sont soumis à une épreuve

de nage forcée d’une durée de 6 minutes. Ils sont placés à l’intérieur d’un cylindre de 20,7 cm

de diamètre et de 39 cm de hauteur, dans une eau à 22°C. On mesure la durée pendant laquelle

l’animal nage activement ou flotte seulement de manière à conserver la tête hors de l’eau

(Figure 15). Après d'être débattu dans l'eau, l'animal devient presque immobile, bougeant les

pattes de temps à autre pour rester à flot ou retrouver son équilibre. Cette immobilité est

interprétée comme étant le reflet d'un «désespoir comportemental », qui survient lorsque

l'animal réalise qu'il ne pourra pas s'échapper. Dans le cadre de cette interprétation, l'immobilité

est vue comme un comportement dépressif.
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Figure15:Epreuvedetest delanage forcée (FST).

V.10.2. L’open-field

L’open-field est décrit par Dauge et al ; 1989.c’est une large boîte carré ouverte (70cm x 70

cm, et 34 cm de haut), à fond blanc, et fortement éclairée du dessus. Des lignes noires au sol

délimitaient des carreaux (10 x 10 cm) (Figure16) le test Ce teste permet    d’évaluer la réaction

d’un animal vis-à-vis d’un environnement nouveau et spécial. Il crée une situation de conflit

entre la tendance naturelle de l’animal à explorer Ce nouvel environnement et son aversion

pour les espaces ouvert .de ce fait, les animaux normaux ont tendance à passer plus de temps

dans les coins et la périphérie de dispositif plutôt que dans le centre, qui est alors considère

comme la zone la plus anxiogène (Alexis, 2011).Chaque rat était initialement placé dans un des

quatre coins de l’openfield, la tête orientée vers le coin. Son comportement était observé

pendant 6 minutes. Six paramètres étaient mesurés par l’expérimentateur :

 - le temps de latence (exprimé en secondes), qui correspond au temps mis par le rat pour sortir

des quatre carreaux formant le coin,

 - le nombre total de carreaux traversés par le rat pendant la durée du test (6 min), qui reflète

l’activité locomotrice,

 - le nombre de visites dans les 9 carreaux du centre,

 - le nombre total de redressements (animal positionné sur ses deux pattes postérieures, droit, en

équilibre dans le vide ou contre une paroi),

 - le nombre total de toilettages,

 - le nombre total de défécations.

           Ainsi, ce test évalue les capacités exploratoires du rat dans un contexte stressant. Le

nombre de carreaux traversés et le nombre de redressements reflètent son activité exploratoire
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et son état émotionnel. Les autres paramètres sont plutôt des indices de son état émotionnel.

(Elodie et al;2003).

V.10.3. Le labyrinthe en croix surélevé

             Ce test s'appuie sur le fait que le rat a une peur innée du vide. Permet de mesurer le

degré d’anxiété d’un animal selon son aversion spontanée pour le vide .L’expérience exploite

le conflit, chez les rongeurs, entre la peur des espaces ouverts et le désir d’explorer un nouvel

environnement, les bras fermes représentent la sécurité, alors que les bras ouverts offrent une

valeur exploratrice.

Figure17:Epreuve du labyrinthe en croix surélève.

Figure16:EpreuveL’open-field
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Un animal anxieux aura naturellement tendance à préférer les espaces clos

et sombres aux espaces ouverts et éclairés. Partant de ce principe, l’anxiété comportementale

est mesurée par le degré d’évitement des espaces ouverts du labyrinthe (Pellow et al., 1985).

            Le labyrinthe en croix surélevé utilisé était un dispositif en bois, constitué de quatre

plates-formes (les bras) formant une croix à angles droits mesurant chacun 50 cm de long et

10 cm de large Le labyrinthe se situait à une hauteur de 50 cm au-dessus du sol. Deux bras en

continuité, dits "fermés", sont protégés du vide par un muret hauts de 40

cm; les deux autres, dits "ouverts", ne le sont pas. L'animal est placé au centre de la croix et

on le laisse libre d'explorer les quatre bras. On mesure le temps qu'il passe dans les bras

ouverts, censé témoigner de sa capacité à surmonter sa peur pour satisfaire sa curiosité

(Calenco-Choukroun et al., 1991 et Ollat et Pirot, 2003).

L’animal est place en zone centrale, face à un bras ferme et le

temps passe dans chaque compartiment sont mesurées pendant 5 minutes (Figure 17).

V.10.4.Evaluation de la performance dans différente tache d’apprentissage et

mémorisation :

V.10.4.1. Test de Reconnaissance d’objet :

 Cette tâche, développée par Ennanceur et Delacour (1988), est basée sur la tendance

naturelle des rongeurs à explorer préférentiellement un nouvel objet par rapport à un objet

familier. Le test s'est déroulé dans des open-fîeld  éclairés, de manière homogène et indirecte à

40 lux. Les objets à discriminer sont une bille en verre et un dé en plastique. L’animal est

d'abord habitué à l'open-field pendant 50 min Pendant que l’animal explore librement

l’enceinte. Le lendemain de la séance d’habitation, l’animal est déposé au même endroit que la

veille et explore librement pendant 10 mn l’enceinte où a été placé un objet A (bille ou dé à

jouer). Le temps d’exploration de l’objet   est mesuré pendant cette séance d’acquisition.  Après

un délai de 5 min dit « de rétention », l’animal est replacé dans l’enceinte durant 10 mn et

explore librement les deux objets (A et B) placés comme indiqué sur la figure 17. Les temps

d’exploration de ces deux objets sont relevés minute par minute pendant cette séance de

rétention. Les temps d'exploration de l'objet familier A (TA) et de l'objet nouveau B (TB)

permettent de calculer un indice d'exploration du nouvel objet défini par: TB / (TA + TB)

(Figure 18).
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Figure 18:Epreuve de reconnaissance d'objet

V.10.4.2. Test d'alternance spontanée dans un labyrinthe on Y

               Ce test permet d'évaluer la mémoire de travail qui consiste à retenir à court terme une

information et l'utiliser immédiatement pour exprimer un comportement approprié. Il est basé

sur la tendance naturelle des rongeurs à explorer un nouvel environnement. Quand l'animal est

placé dans le labyrinthe, il explore spontanément le bras le moins récemment visité, et de ce

fait, montre un haut degré d'alternance des visites des trois bras. Pour ce faire, il utilise la

mémoire de travail qui consiste à mémoriser les bras les plus récemment visités et à renouveler

continuellement celle information (Nagahara & McGaugh. 1992). Cette tâche implique

également certains aspects de l'attention qui peuvent être mesures en comptabilisant les retours

au même bras visité ou au bras adjacents (Wall & Messier, 2002).

             L'appareil est un labyrinthe en Y. avec 3 branches identiques (60 x 10 x 45 cm)

séparées d'un angle de 120°. Les parois de chaque bras sont décorées d'un motif différent des

autres permettant ainsi de les différencier (A. B et C). Pour le test, les animaux sont placés

individuellement à l'extrémité d'une branche avec la tête dirigée vers la paroi, leur permettant

ainsi d'explorer librement le labyrinthe pendant 5 minutes, avec l'expérimentateur en dehors de

la pièce de test.

           Le nombre de bras visités et la séquence des visites sont recueillis à l'aide d'une caméra

placée au-dessus du labyrinthe. Une alternance spontanée est définie comme trois entrées

successives dans les trois différents bras du labyrinthe (ex. ABC. CBA...). Le pourcentage

d'alternance est utilisé comme indice de performance de la mémoire de travail des animaux, et

est calculé de la façon suivante:
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           Figure 00 : Epreuve de Labyrinthe en Y

                                            Figure 19:Epreuve de labyrinthe en y

V.11. Sacrifice des rats

Les animaux sont sacrifiés le matin par décapitation et cela après une injection intra

péritonéale d’une solution chloral (C2H3Cl3O2), à 10% (4mg/Kg de poids corporel).le sang est

récupéré dans des tubes EDTA et héparines pour les analyse biochimique et Les cerveaux sont

rapidement prélevés de la boite crânienne, rincé, séché puis pesé et placés sur un support en

verre en contact avec  la glace (+4°C). (Ait hamadouche, 2009).

V.12. Dosages biochimiques

V.12.1. Dosage du glucose

         La méthode utilisée pour le dosage de la glycémie est une méthode colorimétrique (Kit

chronolab). Le glucose oxydase (GOD) catalyse l’oxydation du glucose sanguin en acide

gluconique en formant le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ce dernier est détecté par le phenol-

aminophenazone avec la présence de la peroxydase (POD).

Un complexe coloré est estimé par spectrophotomètre à une longueur d’onde λ = 500 nm.

V.12.2. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL)

V.12.2.1.Préparations des synaptosomes

Les synaptosomes représentent les terminaisons neuronales détachées des axones et des

collatérales, dont les membranes s’est ressoudée au niveau de la cassure. Elles constituent un

matériel biologique permettant l’étude des propriétés des systèmes de transport des amines
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.L’homogénat cérébral (synaptosomes) de rats intoxiquées est utilisé pour évaluer l’activité des

enzymes utilisées comme de bon marqueur de neurotoxicité.  L’enzyme qui a été étudiés est la

phosphatase alcaline. Les cerveaux des rats sont placés dans un homogénéiseur de potter

Elvehjem de 4ml .L’homogénéisation est effectuée dans 10 volumes solution glacée de

saccharose 0 .32 M. L’ensembles de l’homogénat et liquide de rinçage sont centrifugés à 1000 g

pendant 10 minutes à 4 °C. Le surnageant représente ainsi une fraction synaptosomale brute est

prélevée et gardé dans la glace qui servira pour le dosage des enzymes (Slimani 1988).

Principe :

Le p-nitrophenylphosphate est scindé par les phosphatases alcalines en phosphate et p-

nitrophenyl. La concentration en p-nitrophenyl libérée est proportionnelle à l’activité de la

phosphatase alcaline et est mesurée par photométrie à une longueur d’onde 405 nm (Bablok et

al 1988), selon la formule suivante :

PAL

P-nitrophenylphosphate+H2O              Phosphate +P-nitrophenol.

 Mg2+

V.12.3.Mesure de l’activité des enzymes antioxydants

V.12.3.1. Préparation de  tissu  cérébrale :

             Les cerveaux des rats  ont été pesé et homogénéisé dans une solution tampon contenant

0.32 M saccharose, 0.5 mM d'EDTA, 10mM Tris-HCl (pH 7.4) dans de la glace (1mg tissu /4

ml solution tampon) en utilisant un homogénéisateur verre/verre. Les tissus ont été

maintenus à 4°C durant toutes les procédures de dissection et d'homogénéisation.

             L'homogénat a été centrifugé à 1000xg pendant 15 minutes à 4°C. Le surnageant ainsi

obtenu a été centrifugé à 10000xg pendant 15 minutes à 4°C .Le culot constitue la

fraction mitochondriale et le surnageant est re-centrifugé a 10.000g/30 minutes .Les deux

culots ainsi obtenu sont solubilisé dans une solution tampon contenant 0.32 M de

saccharose, 0.5 mM d'EDTA, 10mM de Tris-HCl et 0.02% de digitonine (pH 7.4),

l’addition de la digitonine est ajouté pour libérer toutes les mitochondries emprisonnées

dans les synaptosomes et centrifugé une deuxième fois à 10000×g pendant 15mn à 4°C, le

culot ainsi obtenu constitue la fraction des mitochondries totale qui seront solubilisées

dans une solution contenant du saccharose (0.32 M à pH 7.4) (Rotruk et al 1973)

V.12.3.2.Superoxyde dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

  La SOD a été analysé sur le surnageant en utilisant la technique de Kakkar et al., (1984)

; cette méthode est basés sur l'inhibition de la formation de l’adénine nicotinamide dinucleotide,

methosulfate de phenazine et d’amino tetrazolium blue de formazane. 7.10.5.2. Catalase (CAT

EC 1.11.1.6) CAT a été analyse par méthode de Sinha (1972). Le mélange de la réaction (1.5
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ml) contenant 1.0 ml de tampon phosphate à 0.01 M pH 7.0, 0.1 ml de l’échantillon et 0.4 ml

d’H2O2 à 2 M. La réaction a été arrêtée 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)) ; l’absorbance est déterminé à 620nm.

V.12.3.3.Glutathion peroxydase (GSH-Px, EC 1.11.1.9)

  L'activité de GPx a été mesurée par la méthode décrite par Rotruck et al. (1973).

Brièvement, le mélange de la réaction contient 0.2 ml de tampon tris-HCl à 0.4 M, à pH 7.0, 0.1

ml d’azide de sodium à 10 mM, 0.2 ml de tissue (homogenèse dans du tampon Tris-HCl, pH

7.0), 0.2 ml de glutathion, et 0.1 ml de peroxyde d’hydrogène à 0.2 mM. Le tout est incubé à

37°C durant 10 min. la réaction est arête par addition de 0.4 ml de TCA à 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 benzoïque (DTNB) dans 100 ml de solution de nitrate de sodium à

0.1%).

V.12.3.4. Le glutathion réduit :

             Le glutathion réduit (GSH) a été analysé par la méthode de Jollow et al. (1974), qui

consiste à mélanger 0.5 ml de l’échantillon avec 1.0 ml d'acide sulfosalicylique (4%). Les

échantillons ont été maintenus à +4°C pendant une heure puis centrifugés à 1200 tr/m pendant

15 mn à. 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 à 412 nm.

V.12.3.5.Catalase (CAT EC 1.11.1.6)

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 à 0.01 M pH 7.0, 0.1 ml de l’échantillon et 0.4 ml

d’H2O2 à 2 M. La réaction a été arrêtée 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)) ; l’absorbance est déterminé à 620nm.

V.12.4.Dosages de plomb et de manganèse

   Les dosages de  plomb  et de manganèse  dans le sang  et dans le cerveau sont réalisés

dans laboratoire CAQUE (Oran).

V .13.Technique de préparations des coupes Histologique

Englobant l’étude et l’analyse des changements morphologiques et fonctionnels des

tissus, la pathologie permet de mieux comprendre la cause et les mécanismes de la maladie. Les

organes prélevés sont soumis préalablement aux étapes suivant :
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V .13.1. Fixation

Les organes prélevés sont rincés à l’eau physiologique (Na Cl 0,9%) puis fixés dans du

formol à 1/10ème salé et tamponné à pH 7 par le sulfite de sodium (Na2So3).

La fixation a pour but essentiel d’assurer une immobilisation des constituants cellulaires

ou tissulaires dans un état aussi voisin que possible de l’état vivant (Nzelof, 1972).

La fixation est immédiate après le prélèvement pour empêcher une putréfaction

(altération microbienne) du tissu par autolyse. Les organes séjournent 24 à 48 heures dans le

fixateur et y seront totalement immergés.

V .13.2. Inclusion (circulation)

L’inclusion a pour but d’empêcher la fragmentation des tissus et d’enfermer le

prélèvement dans une substance qui le pénètre et l’infiltre. Les tissus acquièrent ainsi une

consistance qui permet d’obtenir des coupes minces au microtome.

La paraffine n’ayant pas davantage soluble dans les alcools, il faut ensuite passer le

fragment déshydraté dans un milieu intermédiaire, soluble à la fois dans l’alcool et la paraffine

(par exemple acétone, toluène, xylène, chloroforme…)

La déshydratation permet l’élimination d’eau d’organes en les plongeant dans l’alcool

pendant  un  temps  suffisant  à  degré  croissant  :  alcool  à  70°  (acétone  I)  pendant  45  minutes  ,

alcool 90° pendant 45 minutes et alcool absolu 100° pendant 45 minutes.

Toutes les réactions ont lieu dans des bacs fermés hermétiquement dans un lieu bien

aéré ou sous haute aspirante à une température ambiante sauf le paraffinage à 56 C° ensuite les

blocs sont refroidis au congélateur.

Un solvant de la paraffine est destiné à chasser l'alcool par trois bains successifs de

toluène ou de xylène pendant 45 minutes.

A la sortie du dernier bain de paraffine, l’échantillon est déposé dans la paraffine fondue

vierge que l’on coule dans des moules (cassettes d’inclusions ou moules d’inclusion); puis on

laisse refroidir la paraffine dans le congélateur. Le refroidissement de cette paraffine amène sa

solidification en un bloc prêt à être coupé. La durée totale de l'opération d'inclusion est de 24 à

48 heures. (Hould, 1984).

V .13.3. Coupe, étalement des coupes et coloration

Le microtome permet d’obtenir des coupes dont l’épaisseur est de 3 à 5µm. La coupe

proprement dite s’obtient par passage régulier de la pièce à couper devant la lame du

microtome.

A chaque passage, celui-ci enlève une tranche d'épaisseur réglable. Les rubans de

paraffine obtenus sont plissés et doivent être étalés sur un milieu liquide légèrement chauffé

afin que les plis disparaissent et que la coupe acquière une planéité parfaite.
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Le collage des coupes se fait sur une lame de verre qui est recouverte d’une solution

d’albumine (2g d’albumine + 50ml de glycérine dans 1000 ml d’eau distillée) qui maintient la

coupe sur la lame. Sur chaque lame de verre porte-objet est gravé le numéro d’identification du

bloc.

L’étalement de la coupe se fait sur une platine chauffante réglée à une température de

40°C; inférieure à celle du point de fusion de la paraffine. Les coupes égouttées et mises dans

des portoirs sont ensuite séchées à température ambiante jusqu’au moment de la coloration.

La paraffine est hydrophobe tandis que les colorants sont hydrophiles. C'est pourquoi la

coloration des coupes comporte une étape de déparaffinage et de réhydratation. Cette étape est

assurée par une succession de bains, d’abord dans deux bains d’un solvant permettant

l’élimination de la paraffine (toluène ou xylène) et ceci durant 10 minutes à chaque bain. Puis

dans des alcools (éthanol) de titre décroissant, de 96° jusqu’à 50°durant 30secondes à chaque

bain, enfin rinçage à l’eau courante (1 minute) assurant la réhydratation finale.

Après réhydratation, la coupe est colorée, le but de la coloration est de renforcer le

contraste et de rendre plus évidents les différents constituants cellulaires et tissulaires ainsi que

les substances extrinsèques. Les lames ont été colorées à la coloration de l’émalunéosine, c’est

la plus simple des colorations.

Il faut alors procéder à la déshydratation, opération inverse de celle menée au début,

avant de pouvoir faire le montage, la déshydratation (éclaircissement) est réalisée en plongeant

successivement les lames dans deux bains de toluène pendant 10 minutes.

Après coloration une goutte d’Eukitt de montage est disposée sur les coupes, une

lamelle est appliquée de façon à ce que la résine recouvre l’ensemble de la coupe. Lors de la

manipulation, aucune bulle d’air ne doit s’insérer entre la lame et la mamelle. L Eukitt

polymérise en une vingtaine de minutes mais on peut accélérer le processus en plaçant la lame

sur une plaque chauffante à 50°C ou simplement sur un radiateur.

Après le montage, les lames sont rangées dans des boites spécifiques à l’abri de la

poussière. L’observation des lames se fait au microscope optique.
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V.14. Expression et analyse statistique des résultats

Les résultats sont exprimés par la moyenne (M) des valeurs individuelles, affectées de

l’erreur standard à la moyenne (S.E.M). La comparaison de deux moyennes est effectuée par un

test t de Student. La comparaison de plusieurs moyennes est effectuée par une analyse de

variance (ANOVA) avec le facteur intoxication (Pb-Mn, Témoin) et/ou le facteur traitement

(HE) suivie éventuellement du test Student-Newman Keuls.

Une probabilité p < 0,05 est considérée significative. Les analyses statistiques ont été

réalisées avec le logiciel Sigma plot build 12,5 (css.inc. germany).



CHAPITRE VI
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VI.1. Résultats de l’extraction des HE

VI.1.1. Caractères organoleptiques

Après l’extraction de l’HE de clou de girofle on a remarqué que cette huile possède les

caractères organoleptiques suivants Figure 20 :

Ø Aspect : liquide limpide mobile.

Ø Couleur : jaune claire.

Ø Odeur : très forte.

VI.1.2. Calcul du Rendement (en %)

Les résultats relatifs au rendement révèlent une valeur du 10,15%

 Figure 20: l’huile essentielle de S. aromaticum

VI.2.Observation macroscopiques des jeunes rats

Les animaux coexposés aux Pb etMn en prénatal jusqu’au 51e jour de leur vie

postnatale à la fin de l’expérimentation compares aux rats non intoxiqués ont manifesté

plusieurs troubles tels que anorexie, excitation, épuisement et incapacité motrice.

 VI.3.Détermination du taux des naissances, la croissance pondérale et le poids des

organes :

             L'étude a porté sur la détermination de la croissance pondérale, le nombre de naissances

et le poids des organes, chez les jeunes rats âgés de 30 ±3jours qui sont issus de femelles

intoxiquées aux Pb-Mn durant la période de gestation , lactation et croissance comparés aux

rats témoins.  Les résultats de la croissance pondérale montrent que les animaux exposés aux
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Pb-Mn présentent une diminution significative (P<0,001) du poids corporel à celle des animaux

témoins durant 21jours d’expérimentation ce qui peut être expliqué par une baisse de la prise

alimentaire  (food  intake).  Les  animaux  qui  sont  exposés  aux  Pb-Mn  et  traités  par  l’HE

présentent une augmentation significative (P<0,001) du poids corporel par apport aux rats

intoxiqués non traités (Figure21). De Plus, le nombre de naissance des sujets intoxiqués  est de

l’ordre de (7.27±0.60) significativement inferieur par rapport aux sujets non intoxiqués qui est

de l’ordre (10.20±0.50).

Les résultats trouvés chez les animaux intoxiqués révèlent également une baisse significative

(p< 0,001) des poids du cerveau (tableau 05) .Ceci montre quela co-exposition par Pb-Mn

induits un retard de croissance de  cerveau chez les rats traités à les doses (2,84g +4,79g). Par

contre les animaux qui ont traités par l’HE présentent Une augmentation significative (P<

0,001) de poids du  cerveau par rapport aux rats exposés au Pb non traité.
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 Tableau 04 : Evaluation des paramètres pondéraux des quatre lots.

           Les valeurs sont exprimés en moyenne ±SEM :( ** p<0.01 ; ***: p<0.001).

VI.4.Testes comportementaux :

VI.4.1Test de l’open-field:

Les résultats relatifs du test d’openfield montrent :

          Un temps de latence significativement important (P<0,001) chez les rats témoins

comparé à celui des rats co-exposé aux (Pb+Mn), les rats intoxiqués et traités par l’HEC

présentent un temps de latence significativement supérieur (P<0,001) à celui des rats intoxiques

Figure 22.

         De plus, le nombre des carreaux traversés par les animaux co-exposé aux (Pb+Mn) est

significativement élevé (P<0,001) par rapport aux animaux témoins, qui traduit par une

augmentation de leur activité locomotrice (une hyperactivité locomotrice), ce test montre aussi

une diminution significative (P<0,001) de l’activité locomotrice est présentée chez les animaux

intoxiqué traité par l’HEC comparé à celle des animaux intoxiqués Figure 22.

     Par ailleurs, les animaux témoins, intoxiqué et traités par L’HEC ont un nombre de

redressement et de défécation significativement inferieur (P<0,001) à celui des animaux co-

exposé aux (Pb+Mn) Figure 22.

        Le nombre de visite au centre et de toilettage est significativement élevé (P<0,001) chez

les rats intoxiqués comparé à celui des rats témoins et les rats intoxiqués traités par L’HEC

Figure 22.

Groupes Pb+Mn-HEC      Pb-Mn         Témoin

Poidscorporel(g) 77,222±3,270 67,730±2,503** 93,270±4,722

cerveau(g) 1,72±0,031*** 1,59±0,026 1,71±0,021**
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Figure 22: Evalue dans le test de l’open-field les jeunes rats témoins non traités, les intoxiqués

traités par l’HEC et les intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne± SEM

(*** p<0.001)

VI.4.2.Reconnaissance d’objet

           C’est le test qui nous permet d’évaluer l’état de la mémoire de reconnaissance  à partir

du temps d'exploration des objets nouveaux et familiers lors de la séance  de rétention effectué

5 min après l'acquisition.

  La performance de reconnaissance est comparable entre les lots, En effet le groupe

témoin  a présenté un indice de reconnaissance significativement plus élevé à celui des animaux

co-exposés aux Pb+Mn (P<0,01),  On a remarqué aussi que les rats intoxiqués traités par l’HEC

ont montré une augmentation significative de leurs performances comparé à celui des rats

intoxiqué  non traités (P<0,01) Figure 23.
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Figure 23 : indice de reconnaissance chez les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC   et

les intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM. (*: p<0.05)

VI.4.3 Test d'alternance spontanée dans un labyrinthe en Y

         Les  résultats  de  test  de   labyrinthe  en  Y  ont  permis  d’observer  un  pourcentage

d’alternance  significativement réduit (P<0,05) chez le groupe co-exposé aux Pb+Mn par

rapport à celui du groupe témoin. Le pourcentage d’alternance  chez les rats intoxiqués et traités

par l’HEC est significativement supérieure (P<0,05) comparé à celui des rats intoxiqué non

traités Figure 24.

 Figure 24 : pourcentage d’alternance  chez les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC

et les intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM. (*: p<0.01)
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VI.4.4.Comportement de type Dépressif « Test de la nage forcée »

Les résultats enregistrés concernant ce test montrent un temps d’immobilité (TIM) chez

les jeunes rats intoxiques est significativement supérieur (p<0.001) à celui des rats témoins

.Cette augmentation explique l’incapacité de l’animal à nager ceci est due à une diminution du

tonus musculaire et l’instauration d’un comportement de désespoir, l’immobilité est interprétée

comme un état dépressif.  Dans le même contexte, l’administration de l’HE de S. aromaticum

montre une diminution de TIM des jeunes rats intoxiqués (figure 25).

Figure 25 : Comparaison du temps d’immobilité durant le test du la nage forcée entre

les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC   et les intoxiqués non traité. Les valeurs sont

exprimées en moyenne ± SEM. (***: p<0.001).

VI.4.4 . Le test labyrinthe en croix surélevé :

            Les résultats statistiques enregistrés concernant ce test d’anxiété, montrent que les

jeunes rats intoxiquées présentent un pourcentage de visite dans les BO est significativement

réduit  comparé à celui des rats témoins. Ces résultats montrent bien que le plomb et manganèse

induisent l'instauration d'un état de stress. D’autre part le traitement par l’HEC montre une

augmentation significative (p<0.05) du pourcentage de visite dans les BO comparativement aux

rats intoxiqué (Figure 26).
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Figure 26: Comparaison entre le pourcentage de visite dans les BO chez les différents groupes

les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC   et les intoxiqués non traité.

VI.5.Activité des enzymes du statut oxydants au niveau cérébrale :

           Après la co-exposition  par  le Pb et Mn, l’activité de la CAT est significativement

(p<0.001)  plus faible chez les rats intoxiqués comparé aux rats témoins au niveau cérébral.

Après 21j de traitement par l’HEC, on observe une nette amélioration dans l’activité de la CAT

chez les rats traité comparé aux rats intoxiqués(Figure 27).

           En effet  l’analyse de l’activité de la GPx indique une diminution significative (p<0.05)

chez les rats intoxiqués  comparé aux rats témoins, le traitement par l’HEC chez les rats

intoxiqué on note une légère augmentation  au niveau cérébral  comparé aux rats

témoins(Figure 27).

         Par ailleurs  l’activité de SOD chez les rats intoxiqués pendant la période de gestation et

de lactation est significativement diminuée (p<0.001) comparée aux rats témoins, au niveau

cérébral. Après 21j de traitement par l’HEC montre une augmentation significative (p<0.001)

chez les rats intoxiqués(Figure 27).



Résultats et interprétation

51

Figure 27 : Activité des enzymes antioxydants cérébral (CAT : Catalase, GPx : glutathion

peroxydase, SOD : superoxide dismutase). Les valeurs sont exprimées en moyenne± SEM (***

p<0.001, *p<0.05).
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VI.6 Teneur en glutathion réduit cérébral

            La teneur en glutathion réduit diminué  significativement (p<0.001)  chez les rats

intoxiqués par rapport  aux rat témoins .le traitement par l’huile essentiel  entraîne chez les rats

intoxiqués une augmentation significative (p<0.001) au niveau cérébral, comparé aux rats

intoxiqué (Figure 28).

Figure 28 : Teneurs en glutathion réduit cérébral .Les valeurs sont exprimées en moyenne±

SEM (*** p<0.001).

VI.7. Dosage de glycémie :

             Les résultats ont montré une augmentation significative du taux de la glycémie chez les

rats intoxiqués par rapport aux témoins (P<0,001). Cependant les rats intoxiqués et traités par

l’HEC ont présenté une diminution significative de la glycémie. (P<0,001). (Figure 29).
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Figure 29: La glycémie chez les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC   et les

intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (***: p<0.001,

**p<0.01).

VI.8. Dosage de l’activité de PAL cérébral

              Les résultats obtenus (figure30) indiquent une diminution  significative (p<0.001)

de L’activité de  PAL chez les rats intoxiqués par le plomb et  manganèse par rapport à ceux

qui ont reçu que de l’eau distillée Cependant on remarque que L’activité de  PAL est

significativement élevé  chez les rats intoxiqués et traités par l’HEC (p<0.001) Figure 30.
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Figure 30: l’activité de PAL chez les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC   et les

intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM ((***: p<0.001,

**p<0.01).

VI.9. Détermination de la plombémie

    Le taux en Pb augmente significativement (p<0.001)  chez les rats intoxiqués par rapport

aux rat témoins .le traitement par l’huile essentiel  entraîne chez les rats intoxiqués une

augmentation significative (p<0.001) au niveau plasmatique, comparé aux rats témoins (Figure

31).
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Figure 31: La plombémie chez les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC   et les

intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (***: p<0.001).

VI.10. Taux de manganèse dans le sang

       L’intoxication aux Pb et Mn entraîne une augmentation significative (p<0.001)  du taux de

manganèse   au  niveau  sanguin  par  rapport  aux  rats  témoins.  Les  rats  traités  à  l'HEC qui  sont

préalablement intoxiqués ont montré une diminution de taux de manganèse  au niveau sérique

(Figure 32).

Figure 32: Taux de manganèse sanguin chez les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC

et les intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (***: p<0.001).
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VI.11.Dosage du plomb au niveau cérébral :

Les résultats montrent que la concentration du plomb cérébral augmente significativement

(p<0.001) chez les rats intoxiqués comparés aux rats témoins Figure 33.

L’administration  de l’huile essentielle a permis d’enregistrer  une réduction significative

(p<0.001)  du taux du plomb au  niveau cérébral Figure 33.

Figure 33: Taux de Pb cérébral chez les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC   et les

intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (***: p<0.001).

VI.12. Dosage du manganèse au niveau cérébral

La  concentration  du manganèse est augmentée  significativement  (p<0.001)  chez les rats

intoxiqués comparé aux rats témoins. Le traitement par l’HEC entraîne chez rats intoxiqué une

diminution  significative (p<0.001) du taux du manganèse au  niveau cérébral Figure 34.
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Figure 34: Taux de manganèse cérébral  chez les rats témoins, les intoxiqués traités par l’HEC

et les intoxiqués non traité. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (***: p<0.001).
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VI.13.Effet du Pb et Mn  sur la structure histologique du cerveau :

        L'observation microscopique réalisée sur coloration topographique des coupes

histologiques révèle l’action toxique sévère due à la co-exposition  chronique aux chlorure de

manganèse et l’acétate du plomb a des doses (4.79g Mn/l. 2,84gPb/l). Cette toxicité qui se

traduit au niveau d’architecture tissulaire par:

         Une chromatolyse neuronale marquée au niveau du cortex cérébral (têtes de flèches

oronge)(Figure 35 ; A) et l'activation de la microglie (têtes de flèches) (Figure 35 ; A).

          Au niveau du cortex cérébral les animaux intoxiqués  montrent une nécrose tissulaire

marquée par la présence des vacuoles entourant quelques cellules et d'autres sont vides, et la

dégénérescence et  nécrose des neurones suivi d'une perte d’architecture tissulaire (flèches)

(Figure 35 ; A).

De plus, nous avons observé une atteinte très marquée avec des altérations et une dissociation

de la couche des cellules de Purkinje(Figure 36 ; A).

         Par ailleurs, l’observation au microscope optique de tissu cérébral des rats témoins a

montré une l'architecture tissulaire normale.(Figure 35 ; B), (Figure 36 ; C).

          Dans le même contexte, Les animaux intoxiqués  et traités par l’HEC  montrent une

structure plus ou moins normale de l'aspect tissulaire. (Figure 35 ; C), (Figure 36 ; B)
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Figure 35: Vues au microscope photonique d’un tissu du cortex cérébral colorées à

l'hématoxyline et de l'éosine G:( x 40). (B) sections du cortex cérébral des rats

témoins sont apparus avec une architecture normale. (A) coupes histologiques d’un

tissu du cortex cérébral chez les rats intoxiqué, Sections est apparu avec l'activation de

la microglie (têtes de flèches) et dégénérescence et nécrose des neurones (flèche) avec

une  vacuolisation marquée et une chromatolyse neuronale (tète de flèche orange).
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Figure36: Vues au microscope photonique d’un tissu du cortex cérébelleux colorées à

l'hématoxyline et de l'éosine G:(  x  40).  (B) sections du cortex cérébelleux  des rats

témoins sont apparus avec une architecture normale.  (A) coupes histologiques d’un tissu

du cortex cérébelleux  chez les rats intoxiqué,Sections est apparu avec des altérations

et une dissociation de la couche des cellules de Purkinje (flèche). (C) coupes

histologiques d’un tissu du cortex cérébelleux  chez les rats intoxiqué traité par

l’HEC.
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CHAPITRE VII



Discussion

                         Le plomb et le manganèse sont des contaminants environnementaux,

industriels ubiquitaire et neurotoxiques, produisant des changements biochimiques dans le

système nerveux central qui peuvent entraîner des effets sur le comportement  (Betharia et

Maher, 2012).

           Les effets neurocomportementaux  de la coexposition des neurotoxiques connus

comme le Pb et le Mn sont d'actualité, surtout quand l'exposition pendant la période de

développement précoce. L'incidence de la toxicité sur le développement neurologique de la

vie réelle dépend de l'exposition simultanée à plusieurs substances neurotoxiques présentes

dans l'environnement, et il est donc important d'étudier ces combinaisons.

          En parallèle à l’utilisation des médicaments modernes et surtout synthétiques, il est

aussi possible de faire recours a la médecine alternative et traditionnelle afin d’améliorer les

fonctions cognitives et profiter de leurs effets anxiolytique.

          Parmi ces remèdes ; le clou de girofle (Syzygium aromaticum) a été utilisé depuis

l’antiquité comme un puissant stimulant du système nerveux, analgésique, carminatif,

antispasmodique, hypotensif et potentiellement neuroprotecteur (Goetz et al., 2012 ).

De ce fait, notre travail a pour but d’évaluer l’effet thérapeutique de l’huile essentielle

de la plante de Syzygium aromaticum vis  à  vis  l’intoxication   chronique  aux  plomb  et

manganèse  chez les rats Wistar au cours de la période de  gestation et de lactation.

Toutefois, notre étude a permis de distinguer en premier lieu et de façon expérimentale

l’effet de la co-exposition du plomb et du manganèse  sur le taux de natalité chez les rats

intoxiqué comparé à celui des rats témoins .Les résultats montrent clairement que le Pb et Mn

induisent nettement une diminution du nombre des nouveaux nés chez les parents intoxiqués

durant la période de gestation et lactation par rapport aux rats témoins. Cela indique selon

plusieurs auteurs que ces métaux  traverse la barrière placentaire pendant la gestation

perturbant le développement embryonnaire (Rodrigues et al. 1996;  Dorman et al.,

2005ab;kahloula et al., 2010 ;Betharia et Maher, 2012 ).

Les résultats enregistrés montrent clairement que le poids des animaux co-exposés aux

Pb et Mn  en prénatale est significativement inférieur à celui des animaux témoins qui se

traduit par une diminution du gain corporel ce qui explique la diminution de la consommation

de la nourriture. Nos résultats montrent aussi que l’intoxication aux Pb et Mn  provoque un

effet anorexigène par une action direct sur les centres nerveux responsable de la régulation de
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la satiété et de la faim. Nos résultats sont en accord avec les travaux entrepris par

différents auteurs qui ont observé une réduction dans la consommation de la nourriture chez

les rats intoxiqués selon la dose administrée et la durée d’exposition. (Gautam et al ,2001 ;

Smith et al., 2008 ; Horváth et al., 2012 ; Adli et al., 2014).

De plus, nous avons observé que l’administration du plomb et du manganèse  diminue

le poids cérébral, Ces résultats pourraient être dus à un retard de développement des organes

internes au cours de la période prénatale(Smith et al., 2008;Bisson, 2012 ; Adli et al.,2014).

Nos résultats s’accordent aussi avec ceux (Ronis et al., 1998) qui suggèrent que le Pb peut

agir sur le développement cérébral en inhibant les différentes hormones de croissance et les

facteurs associes.

Dans le même contexte, l’administration par la voie intrapéritonéale de l’huile

essentielle de la plante « Syzygium aromaticum» a des rats préalablement co-exposés aux

plomb et manganèse a permis d'observer une nette augmentation dans le gain corporel ceci

comparé aux rats exposés au plomb non traité. Ce regain de poids enregistré pourrait être dû à

la  présence  des  composés  terpénoïdes  dans  l’HEC qui  agissent  en  stimulant  le  transport  du

glucose dans les cellules (Judþentienë et Mockutë, 2004). Nos observations sont en accord

avec ceuxdes Anbu  et Anuradha., 2012, qui ont indiqué  que l'eugénol  peut suggérer un

effet bénéfique pour corriger la perte de poids chez l’animal.

Les tests neurocomportementaux  démontrent  que l'administration précoce aux Pb et Mn

provoque une perturbationcomportementale et cognitive.

             Le teste de la nage forcé est le modèle le plus largement utilisée pour évaluer

l’activité potentiel antidépressante chez les rongeurs (Cryan et al., 2002 ; Emamghoreishi.,

2009) .Tout fois, les résultats obtenus montrent un temps d’immobilité(TIM)

significativement  élevé chez le groupe intoxiqué par rapport au groupe témoin.

          Cela pourrait être dû aux effets de  Pb et de Mn agissent comme des éléments dépressifs

sur le système sérotoninergique particulièrement de systèmes monoaminergiques dans les

zones du cerveau différentes, principalement l'axe hypothalamo-hypophysaire, hippocampe et

striatum. Nos résultats sont en accord d’une part avec (Kimura et al., 1978 ; Moreno et al.,

2009 ; adli et al., 2014). Qui indiquent  que les rats intoxiqué  pendant la gestation et lactation

avaient un comportement dépressif comme qui a été détecté dans le test de nage forcée.
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           Certains auteurs  expliquent l'effet de Mn sur la sérotonine (5-HT), qui est métabolisée

en acide 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA) et a été rapportée pour être diminué dans le globus

pallidus dans les noyaux gris centraux et d’autre part avec kahloula et al., 2009 qui confirme

que l’administration du Pb a une dose de 0.2% durant la période prénatale engendre un effet

dépressif  .

Par ailleurs,  les rats intoxiquées traités par l’HEC présente une réduction de (TIM)

comparant avec les intoxiqué, ces résultats sont en accord avec ceux de (Jeferson  et  al.,

2012) qui montrent que le bis-eugénol (Dehydrodieugenol) présente un effet antidépressive.

               De plus,   les  résultats de Liu et al., 2015 ont confirmé que l'huile essentielle de

syzygium aromaticum  possède une  propriété antidépresseur efficace pourrait être attribuée à

l'amélioration de la voie hippocampique de pERK1/2-pCREB-BDNF chez les rats exposés au

stress chronique léger imprévisible.

      L'activité de l'eugénol a été comparable à l'imipramine, un antidépresseur (Irie  et  al.,

2004). Ces résultats suggèrent que l'huile de clou de girofle ou l'eugénol seul peuvent être des

alternatives potentielles aux médicaments antidépresseurs pour traiter la dépression.

Nous avons observé  dans nos expériences une hyperactivité locomotrice et  cela dû à

plusieurs raisons.  En premier lieux les résultats sont rapportés dans la littérature concernant

les changements dans l'activité locomotrice après une exposition au Mn chez les rongeurs

montrent une modification des récepteurs / transporteur dopaminergique  D1et D2, dans le

cortex préfrontal, le noyau accumbens, et striatum dorsal qui sont impliqués dans la

manifestation de certains comportements stéréotypé (Duterte - Boucher, 1988). Ces données

suggèrent que l’exposition au Mn pendant le développement cérébrale  modifié de manière

significative des environnements dopaminergique dans les noyaux synaptiques du cerveau qui

interviennent dans le contrôle des comportements et des fonctions exécutives, comme

l'impulsivité, l'hyperréactivité et la flexibilité cognitive. Ces résultats corroborent des études

épidémiologiques chez les enfants, et suggèrent que l'exposition au Mn modifie de manière

significative le développement neurologique ( Barkley 1997 ; Bouchard et al.,

2007 ; Collipp et al., 1983 ; Ericson et al., 2007 ; Oades et al., 2005 ; Wasserman et al.,

2006 ; Winstanley et al., 2006 ; Wright et al., 2006 ;Kern et al., 2010).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R34
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R74
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R97
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R97
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2840192/#R103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kern%20C%5Bauth%5D
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        De plus  l'absence des changements de l'homéostasie du DA face à une augmentation

significative dans des concentrations striatal en métabolite 5-HT, les indicatives de

l'utilisation 5-HT ou le changement élevée de 5-HT, suggèrent que la signalisation

sérotoninergique  semble être plus sensible à l'exposition subchronique du manganèse.

Généralement, la DA est considéré comme le neurotransmetteur prédominant qui contrôle

l’activité locomotrice  et les changements émotifs. (Missale et al., 1998 ; Sotnikova et

autres ,2005 ; Krishna et al., 2015).

        En second lieu les résultats obtenus par djebli et al. (2005) montre que l’exposition au

plomb induit une diminution de la recapture de la dopamine par les terminaisons pré-

synaptiques neuronales ; ce qui peut expliquer que l’augmentation dans l’activité exploratrice

et le comportement stéréotypé des rats intoxiqué, et dû à la mise à disposition de la dopamine

au niveau post-synaptique.

       Par ailleurs, il est prouvé qu’une déficience en Acides Gras Polyinsaturés (AGPI) au

niveau cérébral prédispose l'expression d’une hyperactivité locomotrice, un comportement

d'évasion accrus, et un déficit cognitif (Richardson et Ross, 2000). Cette déficience peut

avoir de multiples origines ; une origine constitutionnelle où la conversion des acides gras

essentiels en acides gras polyinsaturés peut être lente et inefficace (Pawlosky et al., 2001), ou

que le recyclage des phospholipides est inefficace, ce qui influence sur  la fluidité

membranaire, et/ou le métabolisme des AGPI sera accéléré dû à un stress oxydatif accrue

(Burgess et al., 2000).

      De plus, l'hyperactivité induite par le plomb pendant la période de développement  et due

au changement épigénétiques des histones (Luo et al., 2014) . Et  le  traitement  par  l'huile

essentielle  de clous de girofle  améliore l'activité locomotrice. (Mehta et al., 2013).

          Le test de labyrinthe de croix surélevé, qui est un test relatif à évaluer le degré

d’anxiété, nous avons noté que les jeunes rats issues des mères intoxiquées durant la gestation

et la lactation présentent une réduction de pourcentage d’entrées dans les bras ouverts, ce qui

reflète un niveau d’anxiété significativement important comparé aux animaux témoins.  Ces

observations s’accordent avec d’autres chercheurs (Leret et al.,  2003 ; Soeiro et al., 2007 ;

kahloula et al., 2012 ; Liu et al., 2015) qui confirment que l’administration du Pb a une dose

de 0.2% durant la période prénatale engendre un effet anxiogène cela peut être expliquer par

l’influence du Pb sur le développement de neurones monoaminergiques. Ce comportement

anxieux des rats pourrait être traduit par une interaction du Pb avec les neurones

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mehta%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23462195
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sérotoninergiques et dopaminergiques du l’hippocampe. Ces systèmes semblent être

impliqués dans la régulation du CRF (Corticotropin Releasing Factor) qui joue un rôle

important dans le comportement d'anxiété. De plus, le système sérotoninergique a un rôle

central dans la modulation d'anxiété (Voig et al., 1998) ; une augmentation de niveaux 5-HT

dans l’hippocampe est à l’origine d’un effet d'anxiogène (Leret et al., 2003).

D’autres auteurs ont montré que cet état d’anxiété est dû essentiellement à l’effet inhibiteur du

Pb sur la production des nouveaux neurones sérotoninergique au niveau du gyrus denté de

l’hippocampe et que Pb induit un retardement de la prolifération des cellules souches

neuronales qui dérivent des neurones embryonnaires (Schneider et al., 2005; Schneider et

al., 2001).

les  résultats de Liu et al., 2015 ont confirmé que La consommation de  Pb a causé un déficit

important d’apprentissage sur des souris et une augmentation de l'anxiété. La consommation

de Pb inhibe l'activité des deux isoformes de l'AChE dans toutes les régions cérébrales. En

outre, l'exposition au Pb augmente la peroxydation lipidique et la diminution des niveaux de

glutathion dans toutes les régions du cerveau.

             De plus, certaines réponses psychologiques et physiologiques au stress sont médiés

par les systèmes monoaminergiques et  l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA). Ce

comportement d'anxiété peut s’expliquer, d'une part, par une carence en fer qui est induite par

une exposition chronique au Mn (Molina et al., 2011) et d'autre part, la réduction de  la

quantité de fer dans le cerveau au cours de la période de développement,  provoque une

altération de  la fonction   monoaminergiques et particulièrement la fonction dopaminergique

( barbe et al., 2002).

        Toutefois, l’administration de l’huile essentielle de S.aromaticum a des rats

préalablement exposés au chlorure de manganèse et l’acétate de plomb  a permis d'observer

une nette augmentation dans le pourcentage d’entrées dans les bras ouverts ,Cela montre que

l’huile essentielle de S. aromaticum a des propriétés anxiolytiques.

Les effets anxiolytique de S. aromaticum pourraient être due à l'interaction de nombreux

flavonoïdes et des alcaloïdes (constituant chimique de la S. aromaticum) avec le complexe

l'acide γ-aminobutyrique / récepteur de benzodiazépine dans le cerveau (Nishikava et

Funakami, 2004; Tiwari et al., 2014).
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Le  dispositif   de  la   reconnaissance  d’objet  est  l’un  des  tests  les  plus  utilisés  pour

évaluer la mémoire de reconnaissance  chez les rongeures. La présente étude montre que,

l’intoxication chronique aux Pb et Mn chez des rats wistar pendant la gestation et la lactation

a eu comme conséquence la diminution des performances de la mémoire de reconnaissance au

cours du test.

Par ailleurs le test de labyrinthe en y est couramment utilisé pour évaluer la mémoire

de travaille chez les rongeurs, l’intoxication chronique aux Pb et Mn chez des rats wistar

pendant la gestation et la lactation montre une diminution significative du  pourcentage

d’alternance.

Les résultats de cette étude ont montré que l'administration Pb et Mn pendant la

gestation et la lactation provoque  la diminution des performances de mémoire et

l'apprentissage au cours des tests.

Nos observations sont en accord avec ceux kahloula, 2010;Khodamoradi et al., 2015 ;

Salehi et al., 2015 , qui ont  indiqué  une diminution  des performances d’apprentissage chez

les  rats intoxiqués.

  Par ailleurs, Le système glutamatergique, spécifiquement le complexe du récepteur

NMDA, est une cible clé qui fait l'objectif de l'action neurotoxique du Pb (Finkelstein et al.,

1998 ; Song et al., 2006). L'exposition a cet élément induit un changement des fonctions du

récepteur NMDA (Bellinger, 2000 ; Chen et al., 2008),il entraine une grande variété des

changements de la signalisation intracellulaire (Floraet Seth, 2000 ; Zhang et al., 2005) et de

la plasticité synaptique dans le hippocampe (Nihei et Guilarte, 2001 ; Reymann et Frey,

2007) qui sont connus pour interférer lors de l’apprentissage et la mémorisation.

Des Résultat d'une étude clinique ont suggéré que l'exposition cumulative à long terme

au Pb peut être associée à un déclin cognitif chez les femmes de la communauté d'habitation

(Power et al., 2014).

Adonaylo et oteiza, 1999 ; Salehi et al., 2015  ont  démontré que Pb provoque la mort

neuronale dans l'hippocampe.

Zhong et al., 2010 démontrent que l'exposition prénatale et chronique au Pb (5,5

mg/kg) induit chez les poussins des troubles de mémoire à long terme et  suggèrent que la
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toxicité  pendant la croissance fœtale   mène  l'affaiblissement des processus cognitifs et de

mémoire.

Par ailleurs Schneider et al., 2015 démontrent que l'attention et la mémoire sont

Sensible à la toxicité de Mn chez les primates non humains.

Le Mn influence sur la libération de l'acétylcholine (Kita et al., 1981), la liaison aux

récepteurs post-synaptiques ACh, et la clairance acétylcholine par l'acétylcholinestérase (Lai

et al., 1992). En outre, Mn a un effet sur des protéines de liaison et de transport  de ACh dans

les astrocytes (Finkelstein et al., 2007). Changements dans les niveaux de ce

neurotransmetteur sont compatibles avec la phase psychotique début de manganisme,

dénommé «folie de Mn" ainsi que des déficits cognitifs dans la mémoire et la décadence

intellectuelle (Feldman et Ratner, 1999; Iregren, 1999), et de déficits de la mémoire à court

terme (Roels et al, 1987b; Mergler et al, 1994).

Les effets sur la santé liés à l'exposition élevée de manganèse chez les enfants sont

dépréciés de la fonction cognitive, avec une diminutions de la mémoire, l'apprentissage

verbal, et de l'intelligence (Wasserman et al., 2006; Wright et al., 2006; Bouchard et al,

2011; Riojas-Rodriguez et al, 2010;Menezes-Filho et al., 2011, 2013;Khan et al., 2012).

La littérature sur l'exposition pédiatrique indique que les fonctions cognitives forment

également une cible importante de la toxicité au Mn (Zoni et al, 2007; Roels et al, 2012). Le

cortex cérébral est probablement une zone cible critique, en plus des ganglions de base. La

mémoire de travail semble être affectée par la toxicité de Mn dans le noyau caudé, le striatum,

le cortex frontal et le cortex pariétal, comme indiqué dans les primates non humains

(Guilarte, 2013).

À bien des égards, les études animales ont été très productive pour comprendre le

mécanisme de la toxicité et de différencier l'impact des différentes fenêtres d'exposition par

rapport à une exposition à vie cumulative. exposition présevrage au Mn cause des déficits

d'apprentissage et de mémoire spatiale (Kern et al., 2010).

Cependant ,  nous avons observé que  l’administration de l’huile essentielle de clou de

girofle  a permis d'enregistrer une nette amélioration des déficits cognitifs. Certaine auteur,

ont observé que l'effet aigu de l'huile de girofle sur la mémoire et l'apprentissage entraînant

une correction des déficits amnésiques induite par la scopolamine. Cette action est

essentiellement à l’effet de  l’eugénol. De plus l’eugénol module l’action de récepteur NMDA
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par un blocage partiel de l’entrée de Ca++ et  l’évitement  de  la  mort  neuronale (Wie et

al.,1997).

          Les antioxydants sont des composés importants pour le traitement des troubles de la

mémoire causés par le stress oxydatif (Mehtaet al.,2010) .

L'huile essentielle de clou de girofle diminue le stress oxydatif évalué par des niveaux

de glutathion réduit et malondialdéhyde dans le cerveau des souris. Cette étude a conclu que

l'huile de clou de girofle pourrait revenir déficits de la mémoire et de l’apprentissage causés

par la scopolamine à court et long terme en raison de la réduction du stress oxydatif (Halder

et al.,2011).

Eugénol, le principal constituant actif du clou de girofle, inhibe le peptide β-amyloïde

par afflux excessif de Ca2 + dans les neurones qui provoque la mort neuronale et fournit un

appui solide pour le potentiel thérapeutique et prophylactique des plantes contenant de

l'eugénol pour la gestion de la   maladie d'Alzheimer (Irie et Keung, 2003;Waring, 2004).

En outre, Dashti et Morshedi, 2009 ont indiqué que l'administration aiguë d'un extrait

éthanolique de clou de girofle améliore les processus d'apprentissage et de la mémoire chez

des souris

En outre, Kassab et al.,2014enregistrent  que le clou de girofle offre  une propriété

neuroprotectrice contre la neurotoxicité de aluminium ( AlCl3).

Dans une autre série d’expérimentations, nous avons exploré le statut antioxydant dans

le cerveau chez les rats intoxiqués pendant la période de gestation et de lactation ; l’intérêt de

cette étude est due au fait que le cerveau répond différemment à l'effort oxydant générer par le

plomb et manganèse.

L’exploration des enzymes antioxydants chez le rat intoxiqué par le plomb et

manganèse ont permis d'observer des perturbations considérables dans l’activité des

différentes enzymes (CAT, GSH-Px, et SOD) chez le groupe intoxiqué comparé au témoin, au

niveau cérébrale.

Une diminution très importante est notée au niveau cérébral dans l’activité des SOD et

GPx. Ces résultats montrent que l’exposition au plomb, durant une période assez longue,

induit la diminution des activités des enzymes responsable des défenses contre la production

de radicaux libres du corps au niveau cérébrale (Moreira et al., 2001)
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Shukla et al., 2003 indiquent  que l’activité antioxydante du superoxyde dismutase

(SOD) a diminué dans toutes les régions du cerveau après exposition au plomb.

En outre, Pb épuise les cellules majeurs anti oxydantes, en particulier Les enzymesqui

contient  le groupement  thiol (par exemple, le glutathion) (Abdel Moniem et al., 2010 ).

L’exposition au Pb provoque la diminution significative de l'activité du complexe

mitochondriale I-III / II-III en Hc/St et diminue  les niveaux de thiols totaux(Venkareddy et

Muralidhara ,2014).

Abdel Moneim et Dkhil, 2011ont également observé des changements dans l'activité

de certaines enzymes du système d'oxydoréduction dans le cerveau des rats intoxiqués au Pb.

La conséquence de la diminution des  d'antioxydants dans les  tissus est due à l'augmentation

du taux de peroxydation des lipides, calcium modifié et homéostasie de sulfhydryle. Tous ces

procédés peuvent être associés à des niveaux de ROS renforcée dans la cellule, suivie par le

stress oxydatif.

Nos résultats sont en corrélation avec Moreira et al., 2001;Khalaf et al.,2012 qui

révèlent une diminution significative de  l’activité de SOD chez ratons exposés au plomb.

Certains chercheurs ont évalué l'activité des enzymes antioxydantes dans les régions du

cerveau à la place du cerveau entier parce que les différentes régions peuvent réagir

différemment au stress oxydatif (Sandhir et al., 1994; Shukla et al., 1988).

Le plomb ne subissant pas de cycle oxydo-réducteur, cette peroxydation est due

indirectement à son effet sur GSH et les autres enzymes antioxydants, attribué à la forte

affinité du plomb pour les groupements sulfhydryles et les cofacteurs métalliques présents

dans ces enzymes. Le plomb agit également en perturbant les fonctions mitochondriales par

l’élévation de la [Ca2+], le tout contribuant à stimuler la synthèse des radicaux libres. La

peroxydation des lipides qui s’ensuit provoque la cassure des chaînes d’acides gras

polyinsaturés et donc la fin de la perméabilité sélective de la membrane, d’où le gonflement

des cellules neuronales et gliales et leur nécrose (Aschner et al., 1999).

Toutefois, ces résultats sont en accord avec ceux de latronico et al., 2013 qui ont

déterminé l'état redox intracellulaire des astrocytes traités par le  manganèse, l’évaluation de

l'activité de superoxyde dismutase  (SOD) et  les espèces réactives oxygénées (ROS) a

enregistrer une augmentation significative de ROS et une diminution d'activité de superoxyde

dismutase  (SOD) .

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shukla%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14992327
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De plus,  Bhuvaneswari et al., 2013 montrent que exposition  à faible ou à forte dose

de Mn induit un  dommages oxydatif dans différentes régions du cerveau (cortex cérébral, le

cervelet et l'hippocampe) conduit à l'altération de l'activité des enzymes les isoformes SOD ,

CAT, GPx, et l'expression des gènes de Mn-SOD et de la GPx.

Les noyaux gris centraux sont des zones dans le cerveau avec une

activité oxydante élevée favorisant l'oxydation Mn2+ à Mn3+, les espèces ayant un grand

potentiel pro-oxydant augmentent l'autoxydation du DA (Donaldson, McGregor, et

LaBella, 1982).

Il est suggéré que la première étape dans la production de ROS est la production de

O2•-  qui peut être converti en H2O2 par le Mn et Cu / Zn superoxyde dismutase dans les

mitochondries et le cytoplasme. H2O2 peut être encore converti en OH. En présence de Mn

ou d'autres métaux de transition (Goldstein, Meyerstein, & Czapski, 1993; Martinez-Finley

et al, 2013).

Le Mn2+ interfère avec l'homéostasie du Ca2+ dans les mitochondries en occupant les

sites de liaison de Ca2+. Avec la génération du stress oxydatif, ce qui conduit à l'induction d'un

processus nommé transition de perméabilité mitochondriale. L'ouverture d'un port de

transition de perméabilité conduit  la solubilité de la membrane mitochondriale pour des ions

et des protons qui causent  le gonflement rapide et le changement d'ultrastructure associés à la

perte du potentiel mitochondrial de la membrane interne, la phosphorylation oxydative

altérée, la synthèse d'ATP , l'apoptose et induisant la neurodégénérescence (Farina  et  al  .,

2012;. Martinez-Finley et al, 2013; Rao & Norenberg, 2004).

De plus, l'administration de L’HEC par voie intrapéritonéale à la dose de 0,1ml/kg, a

permis d’observer une augmentation significative de la teneur en GSH et activité de la GPx

chez les rat co-exposé aux Pb et Mn. Nos résultats sont en accord avec (Kassab et

al.,2014 ;Shyamala et al., 2003 ; Ravi et al., 2004 qui indiquent que Le gavage de l’extrait

aqueux de clou de girofle pendant 14 jours consécutifs a entraîné une augmentation

significative de la teneur en GSH et activité de la GPx chez les rats préalablement intoxiqués

par l’aluminium.

Tasleem et al., 2012 montrent que l'activité de catalase augmente suite à

l’administration  de l’extrait aqueux des boutons floraux de clous de girofle.
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 L’exposition au Pb provoque la diminution significative de l'activité du complexe

mitochondriale I-III / II-III en Hc/St et diminue  les niveaux de thiols totaux. L’eugénol

renforce la fonction mitochondriale, les niveaux de thiols totaux et l’activitè des enzymes

antioxydantes(SOD, GPx) (Venkareddy et Muralidhara ,2014).

Venkareddy et Muralidhara ,2014 Suggèrent que le traitement oral de l'eugénol a

le potentiel pour protéger de façon significative les rats contre le dommage oxydatif induit par

le Pb.

Dans notre étude, nous avons constaté que l'activité de PAL est significativement

inférieure dans le cerveau des rats coexposés aux Pb et Mn comparée à celles des rats non

exposés.

Toutefois, divers molécules changent durant le processus de développement et de la

maturation cérébrale incluant les gènes et les protéines sensibles à la toxicité du Pb et Mn

(Nihei et Guilarte, 2000).

La phosphatase alcaline (PAL) est l’une des  enzymes clés qui indique le

fonctionnement du système nerveux central (SNC) et son activité permettra d’approfondir

l’étude de l’impact de la neurotoxicité durant la période prénatale chez les rats. (ref)

Cependant,  la  PAL  est  synthétisée  au  niveau  du  plexus  choroïde  et  joue  un  rôle

important dans la neurotransmission et le développement cérébral (Fonta et al., 2005).

 Les fonctions de cette enzyme est très active dans certaines aires cérébrales (aires

primaires et frontales) chez les mammifères (Fonta et Imbert, 2002, Fonta et al., 2004) .

 Sa localisation membranaire, au niveau des synapses et des nœuds de Ranvier, ainsi

que son activité régulée par le niveau d’activité afférente et la maturation neuronale,

suggèrent un rôle important dans la transmission de l’influx nerveux et sa régulation (Fonta

et al., 2004, 2005).

 Les résultats de Mirhashemi et al., 2009 montrent que  l’injection intaperitonial de

manganèse  a la dose  175  mmol /kg du  manganèse aux rats male pendant deux semaines

consécutives a permis enregistré  une diminution significative  de l’activité  d'ALP cérébrale

De plus, le  poids moléculaire d’ALP a été diminué de manière significative dans le

cerveau chez les  animaux traités par le Mn Mirhashemi et al., 2009.
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  Les résultats des mêmes auteuresont montré que l’injection par la vois

intrapéritonéale de plomb pendant 15jour  chez des rats mâles a entraîné une diminution de

l’activité de la phosphatase alcaline cérébrale. Mirhashemi et al., 2009

Ces résultats sont en accord avec ceux de Antonio et Leret, 2000 ; Antonio et al.,

2003 qui indiquent que l’exposition chronique au Pb durant la gestation et la lactation entraine

une diminution de l’activité enzymatique de la PAL. Cette réduction de l’activité de la PAL

pourrait s’expliquer par une perturbation du développement cérébral induite par le Pb.

Et peuvent être aussi expliqué par l’effet inhibiteur du Pb sur l'activité de PAL

directement, en substituant (Zn) ou indirectement, en diminuant la disponibilité du Zn dans le

cerveau (Goering, 1993; Shinozaki et Pritzker, 1996 : Peterson et Oskarsson, 2000).

Par  ailleurs,  le  traitement  par  l’huile  essentielle  de  clou  de  girofle  a  permis  une

augmentation significative de l’activité enzymatique de PAL et  cela peut être expliqué par sa

propriété neuroprotectrice. Kassab et al., 2014.

L’exposition prénatale aux Pb et Mn a permis d’enregistrer une hyperglycémie chez

les jeunes rats intoxiqués comparés aux rats témoins. Cela signifie que l’administration

chronique aux Pb et Mn durant la période de développement entraine un dysfonctionnement

du métabolisme énergétique,  cette augmentation de la concentration sanguine de glucose est

probablement le résultat de la glycogénolyse hépatique et musculaire pour couvrir les besoins

énergétiques cérébraux (Kasdallah et al., 2005 ). Ces auteurs confirment que l’exposition à

l’acétate de Pb et Mn engendrent  un effet stressant qui se traduit par une hyperglycémie sous

l’action des hormones de stress à savoir ; la corticotropin releasing factor, la corticotropine et

la cortisone au niveau de l’hypothalamus, l’hypophyse et la glande surrénale respectivement,

activant ainsi les enzymes du métabolisme glucidique.

L'administration de l'huile essentielle de clou de girofle à des rats exposés aux Pb et

Mn a entraîné une diminution du taux de glucose dans le sang, il a été montré que cette huile

essentielle possède une activité hypoglycémique en  réprimant l’expression de gènes de

phosphor-enol pyruvate-carboxy-kinase (PEPCK) et le glucose 6-phosphatase (G6Pase)

codent pour  des enzymes  qui contrôlent la gluconéogenèse hépatique (Prasad et al., 2005 ;

Adli et al.,2014).

Par ailleurs, dans notre étude, la plombémie et le taux de manganèse sanguin  chez les

animaux exposés pendant la gestation et la lactation à (2,84g/l)   d’acétate du plomb et
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(4,79g/l) de  chlorure de manganèse tétrahydraté sont  supérieure, comparée à celles des

animaux témoins, pouvant être due à la perméabilité placentaire par le biais du cordon

ombilical qui laisse passer le Pb et Mn ou bien à travers le lait pendant la période de la

lactation. Betharia et Maher, 2012.

            De plus, Bellinger, 2000 rapporte que cette augmentation

s’expliquerait par le faite que le Pb ne s'accumule pas dans le placenta, et que la

concentration du Pb dans le sang maternel est presque identique que celle dans le sang

fœtal. Il a été démontré aussi qu’une forte corrélation entre la plombémie maternelle et celle

du cordon ombilical indiquant le transfert du Pb à partir de la mère au fœtus (Yang et  al.,

2003).

De même, nous avons enregistré chez les rats intoxiqués une accumulation du Pb et de

Mn au niveau cérébral. Cette accumulation au niveau cérébrale, confirme la capacité du

plomb à passer à travers la barrière hémato encéphalique. La distribution du plomb dans les

tissus mous a fait l’objet de plusieurs études chez le rat qui mentionne après 90 jours

d’exposition à deux concentrations différentes de 1,7 et 17 mg Pb/kg/j, une accumulation

préférentielle de plomb au niveau cérébrale (Areola et al, 1999). Les autopsies réalisées sur

des travailleurs ont révélé une accumulation du plomb, par ordre décroissant, dans le foie >

les reins > les poumons >le cerveau (Gerhardsson et al, 1995). De plus, l’accumulation

sélective du plomb notamment dans certaines zones du cerveau (l’hippocampe) et des reins  a

pu être observée chez l’homme (Ahmad et al, 2011).

         Par ailleurs, l’exposition alimentaire excessive au Mn peut conduire à une augmentation

de l'absorption et de l'accumulation de Mn dans le cerveau. (Bouchard et al, 2011;. Khan et

al, 2012). De plus, le Manganèse est réparti plus uniformément chez  le foetus que dans les

tissus adultes. (Cahill et al., 1980).

Les résultats réalisées par Yokel et Crossgrove semblent indiquer que l’afflux de

manganèse au cerveau à travers la barrière hémato-encéphalique s’effectue par l’intermédiaire

des transporteurs, alors que la sortie de manganèse est lente et s’effectue principalement par

diffusion, permettant ainsi une accumulation possible de manganèse dans les tissus du cerveau

après une exposition chronique. (Yokel, 2002; Crossgrove et coll., 2003; Yokel et coll.,

2003; Yokel et Crossgrove, 2004).
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De plus, la barrière hémato-encéphalique n’est pas entièrement développée chez les

animaux néonataux et les cerveaux des jeunes animaux semblent être plus susceptibles à la

neurotoxicité (Fornstedt et coll., 1990; Lipe et coll., 1999; Miele et coll., 2000).

Les études chez les animaux qui ont directement comparé des rats en croissance et des

adultes dans les mêmes conditions expérimentales indiquent que les rats néonataux ont

manifesté une plus grande absorption et accumulation de manganèse dans le cerveau, une plus

forte tendance à exhiber des changements au niveau des enzymes et des neurotransmetteurs,

ainsi que des changements comportementaux, comparativement aux animaux plus âgés

(Kostial et coll., 1978; Shukla et coll., 1980; Heilbronn et coll., 1982; Dorman et coll.,

2000).

  La parkine  est responsable de l'ubiquitination de DMT1, les mutations dans PARK2

mènent aux plus grands niveaux de DMT1 qui pourrait faciliter la plus grande accumulation

du manganèse dans le cerveau (Roth, 2009 ; Roth, singleton, Feng, Garrick, et Paradkar,

2010).

 Le premier syndrome génétique de surcharge de manganèse cérébral  provoqué par

des mutations dans le gène SLC30A10 qui est le transporteur de manganèse (Quadri et

autres, 2012 ; Tuschl et autres, 2012)

           L’administration de HEC chez les rats intoxiqués a indiqué que le traitement par

l'huile a considérablement diminué  la concentration  de plomb et de manganèse dans le sang

ainsi que le cerveau. Cet effet peut-être due à la présence des composés chélateur comme

l’eugénol qui réduit l’accumulation de ces xenobiotiques dans le sang. (Nassar et al., 2007).

Pour compléter les analyses biochimiques, nous avons effectué une étude histologique sur le

cervelet et le cortex cérébral des  rats intoxiqués, témoins et intoxiqués traités par HEC. Cette

étude a révélé une atteinte très marquée avec des altérations et une dissociation de la couche

des cellules de Purkinje. Nous avons observé également une destruction cellulaire plus

remarquable  avec des espaces vasculaires plus agrandies et des cellules de forme et de  taille

différentes chez les rats co-exposés aux Pb et Mn  par rapport aux rats témoins. Ces

observations ont été rapportées par Benlahcen (2007)avec la dose d’acétate de plomb de

l’ordre de 750mg/l pendant une durée de 90 jours chez le rat.

          Des études anatomiques ont montré un développement anormal des cellules de Purkinje

du cervelet et des anomalies de leur branchement dendritique chez des chats traités au plomb
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(Patrick et al, 1979). Les études neurophysiologiques de Palmer et al (1984) et Lalith

Kumar et al (2014) ont montré aussi une diminution de l’amplitude des potentiels dans les

cellules de Purkinje du cervelet soumis à l’action du plomb. Et  le cervelet a un rôle important

dans la coordination motrice qui est modérément atteint chez l’homme et l’animal exposé à de

faibles doses de plomb (Carlson, 1991).

plus, nous avons observé une  dégénérescence et  nécrose des neurones au niveau du cortex

cérébral chez les rats intoxiqués et la diminution  induite par PAL a indiqué que la fonction

cérébrale a été affectée.

         De plus, il a été signalé que Mn exerce divers effets à plusieurs sites dans les systèmes

nerveux central et périphérique (Finkelstein et al, 2007 ; Mousa et al, 2015). Il perturbe les

fonctions de ganglions de la base ainsi que les régions corticales du cerveau, telles que

l'hippocampe, le cortex frontal et le cortex pariétal. Dans le système nerveux périphérique,

Mn exerce son effet sur les nerfs moteurs et des jonctions neuromusculaires (AP Marreilha

dos Santos et al, 2012). il a étéégalement montrée que le Mn  induit une dégénérescence

neuronale du noyau caudé, putamen, globus pallidus, cervelet et la substance noire ainsi que

des altérations morphologiques dans les neurones du cortex frontal, l'hippocampe,

mésencéphale et la protubérance annulaire (Yamada et al, 1986 ; Mousa et al, 2015).

         L'évaluation histologique  des régions étudiées de cerveau a montré une diminution  de

nombre total des cellules  et une augmentation du nombre de cellules endommagées. Nos

résultats prouvent que des changements morphologiques du cerveau de rat sont en  corrélation

avec le stress oxydants induit par le Pb et  Mn  ces résultats sont semblables à ceux rapportés

par (Lalith Kumar et al., 2014).

Une lésion neuronale à la suite de la co-expositionaux Pb et Mn est limitée aux  cortex

cérébral et le cervelet. Cette dégénérescence neuronale due au Pb a été précédemment

rapportée dans certaines expériences in vivo comme indiqué par Finkelstein et al (1998).

 Dans ce contexte, Seddik et al. (2011) ont rapporté que l'exposition chronique au plomb chez

les rats a provoqué la fragmentation de l'ADN dans le cortex frontal, l'hippocampe et le

cervelet, ce qui indique un mécanisme apoptotique sous-jacent. Perte de l'intégrité cellulaire

dans ces trois régions du cerveau pourrait soustendre pour certaines caractéristiques cliniques

de l'intoxication au plomb tels que des perturbations dans la réponse émotionnelle, la mémoire

et l'apprentissage (Schneider et al., 2012 ).

http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0940299313000924#bib0115
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0940299313000924#bib0110


Discussion

             En effet, l’administration de HEC chez les rats intoxiqués a indiqué que le traitement

par  l'huile a considérablement amélioré l’architecture du cortex cérébral et cervelet.

         D’une part, l’eugénol renforce le fonctionnement métabolique normal du cortex cérébral

de rat et possède aussi une propriété anti-apoptotique, et ces évidences sous-tendent

l'efficacité de l'eugénol pour préserver la fonction neuronale. D’autre, l'eugénol a empêché

des niveaux élevés de la caspase-3 d'exprimer et excluant les cellules à entrer au  apoptose.

(Singh et Panwar, 2013).

         En fin, Singh et Panwar, 2013 considèrent eugénol comme un agent neuroprotecteur

contre des troubles cérébraux.
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          L’intérêt principal de cette étude était en premier lieu, d’évaluer le risque de

l’intoxication chronique aux plomb et manganèse. En employant plusieurs approches ;

neurocomportementale, biochimiques et histologique ainsi qu’a testé l’efficacité de

l’administration de l’huile essentielle de S.aromaticum à rétablir ou non les dommages causé

par ces métaux.

           En effet, les différents travaux entrepris chez l’animale et l’homme ont permis de

montrer que L’exposition environnementale chronique aux plomb et manganèse  durant la

période du développement pourrait être un facteur critique responsable des déficits cognitifs et

comportemental ainsi que la maturation du système nerveux juvénile.

           Cependant nos résultats ont montré que l’exposition chronique aux chlorure de

manganèse et l’acétate du plomb a des doses (4.79g Mn/l , 2,84gPb/l) chez les ratons issus des

femelles intoxiqué durant leurs période de gestation et la lactation, entraîne  une réduction du

poids corporel et cérébral enregistré chez les jeunes rats intoxiqués comparé aux rats  témoins.

           Cette exposition chronique de ces xenobiotiques au cours de la période de développent

entraine des perturbations neurocomportementales tel que l’installation des états d’anxiété,

dépression et une augmentation de l’activité locomotrice chez les sujets intoxiqués,De même,

l’analyse biochimique révèle une hyperglycémie. Sur même échelle on a observé une

perturbation au  niveau de la mémoire due à un changement des fonctions des récepteurs

(NMDA) qui sont interférer lors de l’apprentissage et la mémorisation.

           Par ailleurs, nous avons observé que la co-exposition chronique aux plomb et manganèse

durant la  période de gestation et lactation est neurotoxique, elle affecte certains enzymes

impliqués dans le développement périnatal et dans la maturation du SNC, tels que la PAL.

            Dans une autre série d’expérimentations, nous avons constaté un déséquilibre de la

balance oxydative traduite par une diminution de l’activité de SOD, GPX et CAT chez les rats

intoxiqués comparés aux rats témoins. Ces résultats sont dus à l’effet pro oxydant du plomb et

manganèse  qui ont  engendré une surproduction de radicaux libres ce qui expliquerait cette

perturbation dans les activités des différents systèmes de défense cellulaire.

           L’étude toxico-cinétique de la distribution du plomb et manganèse chez les rats a permis

de montrer que ce métal est susceptible d’être bioaccumulé et bioconcentré dans le cerveau.

Nous avons constaté que cette distribution est hétérogène entre le cerveau et le sang, et cette

accumulation cérébrale expliquée par l’effet neurotoxique.
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En effet, l’étude histologique entreprise a montré des altérations au niveau du  cortex

cérébral et cortex cérébelleux.

Par ailleurs, l'administration de l’huile essentielle de Syzygium aromaticum  a  permis

d'observer une augmentation dans le gain corporel ainsi une nette amélioration dans les

différents tests neurocomportementaux et d’autre part les tests biochimiques montrent une

amélioration  de tous les paramètres analysé. Ceci se traduit par l’effet de cette l’huile comme

un stimulant nerveux, un améliorateur cognitif et régulateur biochimique, et protecteur contre

les lésions cérébral.
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Après une période de nage active les rats s’immobilisent flottant  à la surface de l’eau et

cette immobilité pourrait, exprimer un  état de  désespoir comportemental


