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Résumé :

Le Nickel est un métal lourd considéré comme un agent toxique, les mécanismes a
I'origine de la toxicité du Nickel sont multiples et touchent potentiellement toutes les cellules
de l'organisme. A cet effet, nous nous sommes intéressés d’évaluer 1’influence de
I’intoxication subchronique au chlorure de nickel a raison de 0,2% sur le systéeme
hématopoiétique et hépatique d’une part, et d’explorer la capacité préventive de l'extrait
aqueux de la Mélisse d’autre part.

L'exposition subchronique au chlorure de Nickel a permis d'enregistrer une baisse
significative (*p<0.05) du poids corporel, ce qui prouve que le Ni a un effet anorexigene.
Cependant I’administration de I’extrait aqueux de la mélisse aux doses de 25mg/kg et
50mg/kg chez ces rats a permis de conserver un poids corporel normal.

Les résultats obtenus montrent des perturbations hématologiques telles que 1’anémie
évaluée par la diminution significative (***p<0,001) des taux d’hémoglobine, d’hématocrite
et du nombre de globule rouge chez les rats intoxiqués par ce métal lourd comparés aux rats
témoins. Nos résultats montrent également une augmentation hautement significative
(***p<0,001) du nombre des leucocytes. Cette hyperleucocytose est expliquée par 1’effet
stimulateur du Nickel sur le systeme immunitaire. L’exploration de la fonction hépatique a
révélé que ’intoxication subchronique au nickel provoque une augmentation significative
(***p<0,001) dans D’activité des enzymes connus comme marqueurs du fonctionnement
hépatique (AST et ALAT) avec une baisse significative (***p<0,001) du poids relatif du foie.

Cependant, I'administration de I'extrait aqueux de Mélissa officinales L a des doses 25 et
50 mg/Kg par voie (ip) concomitante aux rats intoxiqués par le chlorure de nickel a permis
d’empécher 1’apparition des perturbations des paramétres hématologiques et hépatiques
observés précédemment. Nos resultats montrent également que la Mélisse est dotée d’un
pouvoir protecteur contre les dommages hématologique et hépatique causés par les effets

toxique du nickel.

Mots clés: Chlorure de nickel, Mélissa officinalis, Extrait aqueux, Rats Wistar, Foie,

Transaminases AST et ALAT. Parametres hématologiques.



Abstract :

Nickel is a heavy metal considered a toxic agent, the mechanisms underlying the toxicity of
Nickel are multiple and potentially affect all body cells. To this end, we were interested to
assess the influence of the sub-chronic poisoning of nickel chloride of 0.2% on the
hematopoietic system and liver first, and explore the preventive capacity of aqueous extract of
Lemon balm other.

The sub-chronic exposure to nickel chloride allowed to record a significant decrease (* p
<0.05) in body weight, which proves that Ni has an anorectic effect. However, administration
of the aqueous extract of melissa at doses of 25mg / kg and 50mg / kg in these rats allowed to
maintain a normal body weight.

The results show haematological disturbances such as anemia evaluated by the significant
(*** p<0,001) of hemoglobin, hematocrit and the number of red blood cells in rats intoxicated
by this heavy metal compared to control rats. Our results also show a highly significant (***
p<0,001) the number of leukocytes. This leukocytosis is explained by the stimulatory effect of
nickel on the immune system. Exploration of liver function revealed that sub-chronic
poisoning nickel causes a significant increase (*** p<0,001) in the activity of enzymes known
as markers of liver function (ALT and AST) with a significant ( *** p<0,001) the relative
liver weight.

However, administration of Melissa officinalis L aqueous extract at doses 25 and 50 mg / kg
per route (ip) with concomitant rats intoxicated by nickel chloride has prevented the
occurrence of haematological disturbances and liver observed previously. Our results also
show that Melissa has a protective power against the haematological and liver damage caused

by toxic effects of nickel.

Keywords: Nickel chloride, Melissa officinalis, Aqueous extract, Wistar Rats, Liver,
transaminases AST and ALT. haematological parameters.
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Introduction

Des études toxicologiques ont mis en évidence que I’ensemble des systémes
physiologiques (respiratoire, digestif, vasculaire, hématopoietique, immunitaire, reproducteur
et nerveux) pouvait alors étre concerné par les effets toxiques des métaux lourds tel le Nickel,
le plomb et d’autres éléments. De plus, I’intensité et I’ampleur des effets de ces métaux sur la
santé dépendent, comme tout toxique, de la voie de contamination, de la quantité recue, de la

répétition de I’intoxication et de la nature chimique du contaminant. (Sabbar 2013).

La présence du nickel dans I’environnement résulte, pour plus de 84 % des émissions,
de son utilisation dans la production d’acier et divers alliages, dans les batteries, les circuits
électriques. Outre les gisements, le nickel existe également naturellement dans
I’environnement. (INERIS, 2005b)

Le nickel est un polluant environnemental potentiellement carcinogéne. il est utilisé plus ou
moins dans les industries, il a de ce fait, des impacts néfastes sur les végétaux, les produit de
consommations courantes et notamment sur la santé¢ animale et humaine. L’exposition au
nickel peut provoquer des effets toxiques sur de nombreux tissus en 1’occurrence les reins, le

foie, les poumons, le cerveau, I’hématopoiése, et sur la reproduction.

Dans le monde, 80% des populations ont recours a des plantes médicinales pour se soigner,
par manque d’acces aux médicaments prescrits par la médecine moderne mais aussi parce que
ces plantes ont souvent une réelle efficacité. Aujourd’hui, le savoir des tradipraticiens est de
moins en moins transmis et tend a disparaitre. C’est pour cela que 1’ethnobotanique et
I’ethnopharmacologie emploient a recenser, partout dans le monde, des plantes réputées
actives et dont il appartient a la recherche moderne de préciser les propriétés et valider les
usages. La recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de la biodiversité
végétale en se servant de données ethnopharmacologiques. Cette approche permet de
sélectionner des plantes potentiellement actives et d’augmenter significativement le nombre

de découvertes de nouveaux actifs ( Gurib-Fakim A. (2006)

L’utilisation des plantes aromatiques par I’homme est une pratique antique (Majinda et al.,
2001). De nos jours la majorité des habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses
plantes, compte tenu de leurs propriétés aromatiques, comme source d’assaisonnement ou
comme remede en médecine traditionnelle. Cependant, cette utilisation ne se base sur aucun

critere scientifique, elle tient compte simplement des observations au cours des siécles.




Introduction

Dans le cadre de nos travaux relatifs aux plantes aromatiques et médicinales, nous nous
sommes intéressés a l’exploration de I’effet de la plante Mélisse officinalis L. vis a vis

I’intoxication chronique au chlorure de nickel chez les jeunes rats Wistar.

L’objectif de cette étude est d’évaluer expérimentalement les conséquences toxicologiques de
I’exposition a une eau potable contaminée par le chlorure de nickel et d’étudier la potentialité

de la Mélisse a réduire ’effet de 1’hépathotoxicité.

Pour cela, des parametres : physiologique, biochimiques et hématologiques, ont été mesurés.
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Chapitre I : Le Nickel

I-1- Définition :
Le Ni est le cinquieme élément le plus abondant en poids apres le fer, I'oxygén e, le
magnésium et le silicium et est le 24" élément le plus abondant dans la crodte terrestre Il est
présent de facon naturelle dans les roches ignées ainsi que dans les combustibles fossiles
(CNRC, 1982; WHO, 1991). Ce métal est utilisé dans plusieurs secteurs industriels incluant
la production d'alliages et la fabrication de piles (CNRC, 1982).

--Nickel est une substance que 1’on trouve dans le milieu naturel , essentiellement dans
les minerais sulfurés se trouve en surface (Duke 1980a).
Le nickel est un éliment de trace utilisé dans 1’organisme comme cofacteur ou effecteur
enzymatique (EMC2007).
I-2- Historique et I’origine :
Le chimiste suédois Alex Cronstedt a été le premier a isoler le nickel en 1721, le nickel est
connue de I’homme depuis des millénaires .Les hommes préhistoriques se servaient déja du
nickel contenu dans les météorites pour réaliser des objets usuels .Avant le début de notre ére,
il entrait dans la fabrication de piéces de monnaie sous la forme de cupronickel.
Le mot de nickel vient de 1’allemand .il se décompose en fait en deux termes : nickel qui se
rapporte directement au métal et Kupfer dont la traduction littérale est : “ petit nain de Iégende
” le nickel a regu cette dénomination des mineurs saxons qui le découvrirent. Il fut dans le
méme temps , qualifie de cuivre du diable car ces mineurs ne parvinrent pas a le traiter , le
confondant avec 1’oxyde de cuivre qui lui ressemble beaucoup.

I-3- les sources d’exposition du nickel :
Le nickel est une substance que 1’on retrouve dans le milieu naturel, essentiellement

dans les minerais sulfurés extraits des sous-sols et dans les minéraux silicatés se trouvant en
surface. La cro(te terrestre contient environ 0,009 % de nickel dans les minerais
sulfures, arséniurés, antimoniurés, oxydes et silicatés. De plus, le nickel est présent dans
I’air, dans les particules en suspension, apres avoir été rejeté par des activités
humaines ou des phénomeénes naturels, comme les éruptions volcaniques, les incendies
de foréts et les météorites provenant de la haute atmosphere (Duke, 1980a).
* L’eau et les aliments sont les principales sources d’exposition environnementale de la
population canadienne au nickel. (Gouvernement de 1’Ontario, 2001).
* La quasi-totalité des sources d’approvisionnement en eau du Canada et des aliments vendus

au Canada contiennent une faible quantité de nickel. Le chocolat, le soja, les noix et le gruau
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contiennent naturellement des concentrations élevées de nickel. (Gouvernement de
I’Ontario, 2001).

* La population peut aussi étre exposée au nickel en inhalant des de nickel ou en étant en
contact avec des objets contenant du nickel, tels que des bijoux. (Gouvernement de
I’Ontario, 2001).

* Le nickel se trouve a I’¢état naturel dans les sols et les météorites. 1l peut étre rejeté dans
I’atmosphere lors d’éruptions volcaniques, et les poussiéres qui en contiennent sont
transportées par le vent. (’ATSDR 2004).

« Parmi les sources anthropiques de nickel figurent I’exploitation miniére, la production
d’alliages ou de composés du nickel, la combustion du pétrole et du charbon dans les
centrales thermiques et I’incinération des ordures. (I’ATSDR 2004).

Le type de composé du nickel qui est libéré dans 1’atmosphere dépend de la source
d’émission. (I’ATSDR 2004).

* Les concentrations de nickel dans les sols varient selon les régions; par exemple, celles qui
ont été mesurées dans les sols ontariens peuvent atteindre 43 parties par

million.(Gouvernement de I’Ontario, 2001).
I-4- caracteéristiques physico-chimique :
I-4-1 : propriétés physique :

Tableau 1: Propriétés physiques du Nickel. (D’apres I'INRS : Institut national de recherche et
de sécurité). Robert C - CRC Handbook of Chemistry and Physics ; 1988

Nom Détails
substances
N° CAS 7440-02-0
Etat physique Solide
Solubilité Insoluble dans I'eau (1,13 mg/l a 37 °C) et dans les solvants
organiques.
Se dissout lentement dans les acides forts.
Masse molaire 58,69
NICKEL
Point de fusion 1455 °C

Point d’ébullition 2730 °C

Densité 8,9

Pression de vapeur | 133 Paa 1810°C
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Le nickel peur se présenter sous la forme massive d’un métal blanc-bleuéatre, brillant,
malléable et ductile ou sous la forme d’une poudre grise (nickel chimique). C’est un bon
conducteur électrique et thermique, doué de propriétes magnétiques .il posséde aussi la
propriété de fixer les gaz et notamment 1I’hydrogéne (J Wiley Interscience ; 2006).

I-4-2 : propriétés chimiques :

Le nickel est inaltérable a I’air sec, a la température ordinaire. A Pair humide, il subit une trés
faible altération superficielle qui le colore en jaune pitre.

A température élevée, il prend diverses colorations, comme Iacier, et s’oxyde lentement, en
se recouvrant d’oxyde de couleur verdatre. Le nickel obtenu par réduction de I’oxyde, par
I’hydrogéne a 240°C, est pyrophorique, et briile dans 1’air a la température ordinaire, mais
avec fort peu d’éclat (H. Moissan,1896). Si I’on opére la réduction avec de I’oxyde de
carbone a la température de 300°C et qu’on laisse refroidir dans le courant d’oxyde de
carbone, on obtient alors une combinaison de nickel et d’oxyde de carbone, le nickel-
carbonyle, Ni(CO)4 volatile a 43°C (Mond, Langer et Quincke, 1896).

Le nickel est oxydé par 1’azotate de potassium fondu au rouge. Il s’unit directement a
I’arsenic, au phosphore, au chlore, au brome et a I’iode. Avec le bore il fournit un borure de
nickel cristallisé de formule BoNi (H. Moissan,1896).

Le nickel se combine avec I’aluminium, 1I’antimoine, 1’argent, le bismuth, le cobalt, le cuivre,
I’étain, le fer, le mercure, 1’or, le platine, le palladium, le plomb et le zinc. Le poids atomique
du nickel est 58,6.

Le nickel métal est peu réactif car il s’oxyde facilement el ’oxyde le protége de réactions
ultérieures .on peu donc s’en servir comme piece de monnaie d’usage courant. il est utilisé
comme catalyseur de réactions d’hydrogénation (Nickel de Raney). I’ion plus répandu est
I’ion Ni?. de couleur verte. Le nickel est 'un des quatre €¢léments qui sont ferromagnétiques
au voisinage de la température ambiante,

I-5 Métabolisme :

Le nickel et ses oxydes sont faiblement absorbés quelle que soit la voie d'administration. Ils
sont transportés dans l'organisme via un complexe ternaire aloumine-nickel-histidine.
L'élimination du nickel absorbé se réalise majoritairement par les urines. En cas d'ingestion, la

plus grande partie du nickel est éliminée par les féces. (Pichard A 2006).
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Figure 01 : Les voies de pénétration du Nickel dans 1’organisme (Nielsen et al.1993).

I-5-1 Absorption :

La déposition, la rétention et I’absorption pulmonaires des composés du nickel sont régies par
les propriétés physicochimiques des particules. Dans le cas du nickel métal, 1’absorption
respiratoire est faible. Dans le cas des oxydes, peu solubles, 1’absorption pulmonaire est
limitée et la clairance demande plusieurs semaines, voire plusieurs années (demi-vie de 3,5
ans trouvée chez des travailleurs ayant été exposés a du monoxyde et a du sous-sulfure du
nickel et de 120 jours chez le rat exposé au monoxyde de nickel). Méme en cas de dép6t
pulmonaire de fortes doses de produits insolubles, la concentration de nickel dans le sang
reste tres faible. Apres une exposition respiratoire de monoxyde de nickel, le nickel est
excrété uniguement par les feces indiquant que les macrophages interviennent dans le
mécanisme d’élimination pulmonaire, plutdt qu’un phénomene de dissolution/absorption.
L’absorption gastro-intestinale est également tres faible pour ces composes (de 0,01 a 0,04 %
pour le monoxyde de nickel et 0,09 % pour le nickel métal). L absorption percutanée du

nickel est négligeable. Les oxydes ont une absorption percutanée plus faible que les composés
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hydrosolubles. La sueur peut contribuer a la libération de composeés solubles a partir du métal,
d’alliages ou de composés insolubles. (Pichard A 2006).

I-5-2 Distribution :

Apres une exposition par voie orale, la distribution du nickel s’effectue principalement dans
les reins, mais il est également retrouvé au niveau du foie, du ceeur, des poumons , du tissu
adipeux, du systeme nerveux periphérique et du cerveau. Apres une exposition unique
respiratoire des rats au monoxyde de nickel, pendant 70 minutes, a une dose de 9,9 mg Ni/m,
la fraction inhalée déposée dans le tractus respiratoire est de 13 % avec 8 % déposé dans les
voies aériennes hautes et 5 % dans les voies basses. Pendant les 180 jours de post-exposition,
le nickel n’est pas détecté dans d’autres tissus. (Pichard A 2006).

I-5-3 Excrétion et élimination :

Le nickel absorbé est excrété rapidement dans 1’urine (demi-vie d’élimination de 28 =9
heures) a des taux trés variables et un peu également dans la sueur. Une rétention existe
¢galement au niveau des téguments. En cas d’ingestion, la plus grande partie du nickel est
éliminée par les feces (non absorbé). (Dupas D 2008).

I-6 La toxicité du nickel :

I-6-1 Toxicité aigué :

Le nickel et les oxydes de nickel (NiO, NiO, et Ni O 3) ont une faible toxicité aigué. Le nickel
métal induit une légere irritation cutanée. Ces composes peuvent étre a l'origine de
sensibilisations cutanées. Le nickel métal et ses oxydes ont une faible toxicité aigué orale. La
DL50 du nickel chez le rat est supérieure a 2000 mg/kg. Les données de toxicité aigué du
nickel par voie orale indiquent que les oxydes de nickel, composés pratiquement insolubles,
sont moins toxiques que les formes solubles du nickel. Une CL50 de 10,2 mg/l (concentration
nominale) a été déterminée chez le rat exposé a de la poudre de nickel pendant 1 heure. En
raison du temps d’élimination du nickel de certains tissus (notamment pulmonaire et rénal),
une administration unique peut produire des effets durables. Le nickel métal induit une légere
irritation cutanée (Toxicological Profile for Nickel. ATSDR, August 2005).

I-6-2 Toxicité sub chronique, chronique :

Les études par voie respiratoire mettent en évidence un effet inflammatoire sur les muqueuses
nasales et les bronches. Chez le rat, la dose létale par inhalation pour une exposition répétée
au monoxyde de nickel (6 h/j, 5 j/sem pendant 12 jours) est supérieure a 23,6 mg Ni/m . Une
réaction inflammatoire interstitielle, une hyperhémie avec évolution possible vers un

emphyséme ou une fibrose sont des effets qui ont été mis en évidence chez le rat par
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inhalation d’aérosols de monoxyde de nickel a 0,1 mg/m (soit 0,08 mg Ni/m ), et par
instillation intratrachéale. Ces effets sont également décrits chez la souris, le cobaye, le
hamster ou le chien. Avec le monoxyde de nickel ou le nickel métal, on note chez ces
animaux des effets marqués au niveau des macrophages alvéolaires. La sévérité des effets est
dose dépendante.

L’exposition chronique pendant 2 ans de rats et de souris @ du monoxyde de nickel, a entrainé
des effets respiratoires. lls incluaient une inflammation pulmonaire, une bronchiolisation et

une protéinose pulmonaire alvéolaire (NIH Publication No 96- 3370), 1996.
I-7 Les effets du Nickel sur I’organisme:

I-7- 1Effets du Nickel sur les fonctions hépatiques :
Chez le rat, l'intoxication par le Nickel témoigne d'une dégénérescence des hépatocytes.
Ainsi, le sulfate de nickel administré par voie cutanée ou orale provoque chez le rat des effets
hépatiques qui se traduisent par un gonflement des hépatocytes, une nécrose focale et
une vacuolisation (Dieter et al. 1988; Novelli., 1998; Pardeep Sidhu., 2004) accompagnés
d'une augmentation de I'activité enzymatique du foie notamment de la Catalase,l'Alanine
aminotransférase (ALAT) et I' Aspartate aminotransférase (AST), une augmentation du taux
de lipides peroxydases et de la bilirubine (Sunderman et al., 1988; Pari et Prasath, 2008).
De plus, chez les rats méles et chez les souris, le sulfate de Nickel administré dans l'eau de
boisson provoque une chute du poids du foie (Obone et al. 1999), alors que par gavage il ne
provoque pas de chute du poids du foie chez les rats. Le hamster traité par le Nickel par voie
sous cutanée montre une augmentation de I'ATPase — Mg2+, de la phosphatase acide et du
Glucose 6-phosphate (Mathur et cupa., 1994). Alors qu'une augmentation du poids du foie
est observée chez des chiens exposés pendant deux ans au sulfate de Nickel (Ambros et
al.,1976).
I-7-2 Effets du nickel sur les reins :

L'exposition au Nickel se traduit par le dysfonctionnement de la fonction rénale. Ainsi,
I'exposition a de fortes doses de Nickel métallique a provoqué une nécrose des tubules rénaux
chez un homme décédé suite a une détresse respiratoire (Rendall et al., 1994). De plus, la
concentration en Nickel dans I'urine augmente notablement apreés plusieurs jours d'exposition
au Nickel (Sunderman et al.,1993). Cette élévation de la teneur en Nickel dans l'urine des
travailleurs dans la raffinerie de Nickel est significativement associée a I'augmentation
du taux urinaire en 2 — Micro globuline (Senderman et Horak ., 1993). Par ailleurs, chez

les femmes et les hommes professionnellement exposés au Nickel soluble, il a été noté
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une augmentation des teneurs urinaires en protéines totales 2-microglobuline, retinol
binding protein, de NAG alors que la créatinine semble étre plus élevée chez les femmes que
chez les hommes hautement exposés au Nickel (Vyskocil et al., 1994 a). Ces observations
témoignent d’un dysfonctionnement tubulaire tandis que la fonction glomérulaire ne
semble pas affectée par le Nickel (Vyskocil et al., 1994). D'autre part, une augmentation des
taux de la créatininémie et de I’urémie apparait apres le traitement avec le NiCI2 dans l'eau de
boisson, ce qui témoigne de I’installation d’une insuffisance rénale transitoire, confirmée par
une altération structurale du rein, ce qui rendrait difficile les fonctions rénales de
filtration et de sécrétion tubulaire. Le nickel induit par ailleurs, une baisse de I’expression de
la protéine de stress (Hsp72) et de la synthese des (MT) au niveau des tissus rénaux
(Hfaiedh et al.,, 2005). Chez le hamster traité par le Nickel dépose sur la peau,
apparait une augmentation de I'activité de I'ATPase — Mg+2 dans les reins (Mathur et cupa.,
1994) mais n'a aucun effet sur l'activité de la phosphatase acide ou de la glucose- 6-
phosphatase. Chez la souris exposée au sulfate de Nickel dans I'eau de boisson, l'altération
du tubule rénal se traduit par une perte des cellules épithéliales tubulaires et la
présence de castes hyalines suggérant la perte des protéines. Alors qu'aucun changement n'a
été noté concernant les marqueurs de la fonction tubulaire notamment, les teneurs en lactate
déshydrogénase urinaire, NAG, 2-microglobuline (Vyskocil et al., 1994b). Ainsi, les rates
exposées au sulfate de Nickel dans I'eau de boisson montrent un changement du taux urinaire
en albumine a la fois chez la femelle que chez le male, alors que la teneur en glucose diminue
(Obone et al., 1999), aucun changement n'a été rapporté concernant l'activité de — Glutamy
transcriptase et de NAG ni les altérations histopatologiques. Par ailleurs, Weisher et al., 1980
ont observé une chute du poids du rein chez les rats exposés au chlorure de nickel administré
dans I’eau boisson.
1-7-3 Effet sur le systeme immunitaire :

Le Nickel a des effets sur les trois composantes du systéme immunitaire, a savoir
I'immunité humorale (cellules B), I'immunité a médiation cellulaire cellules T, cellules
tueuses naturelles NK les cellules phagocytaires du systeme réticulo-endothélial, les
neutrophiles, les monocytes et les macrophages. Concernant I'immunité humorale, (Bencko
et al., 1983,1986) montrent chez des travailleurs et des souris exposés au nickel, une
augmentation significative des immunoglobulines sériques 1gG, IgA et IgM et une
diminution significative des IgE. Par ailleurs, une augmentation significative d’autres

protéines sériques pouvant étre impliquées dans I’'immunité a médiation cellulaire ol-
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antitrypsine, a2-macroglobuline, céruloplasmine a été observée. Ces modifications
suggerent que le systeme immunitaire a été stimulé par I’exposition au nickel. Cependant,
chez la souris I'administration intramusculaire du chlorure de nickel (Smialowicz et al.,1985,
1986; Spiegelberg et al., 1984; Dieter et al., 1988) ou du disulfure de trinickel est
rapportée une reduction significative au niveau de la rate des Lymphocytes —T, I’activité
phagocytaire des macrophages alvéolaires et des cellules tueuses naturelles (NK) de la rate .
Alors que chez les rats exposés pendant 4 mois par inhalation de monoxyde de nickel, est
observée une diminution du nombre de macrophages alvéolaires et de la répense humorale
(Spiegelberg et al., 1984; Dieter et al., 1988). Par contre une augmentation du nombre
de leucocytes est obtenue chez des rats aprés I'administration de chlorure de nickel dans I'eau
de boisson (Weischer et al., 1980), et une augmentation du taux de réticulocytes chez des
travailleurs ayant bu accidentellement de 1’eau contaminée par du sulfate et du chlorure de
nickel et de 1’acide borique (Sunderman et al., 1988).

1-7-4 Effets du Nickel sur I'appareil respiratoire :
Les études chez I'nomme et l'animal indiquent que le systeme respiratoire est la
24 cible principale de la toxicit¢ du nickel. Le nickel qui parvient au niveau
pulmonaire a tendance a persister au niveau des poumons. La rétention dépend notamment de
la solubilité des composés et du captage cellulaire. La muqueuse nasale peut retenir du
Ni pendant de nombreuses années (Torjussen et al., 1978, 1979a, 1979b). Les formes
insolubles, apres phagocytose par les macrophages, peuvent générer des quantités tres
importantes d’espéces réactives de 1’oxygene, surtout avec le sous-sulfure Ni3S2 (Zhong et
al., 1990 ; Huang et al 1994).
L'activité ciliaire des voies respiratoires supérieures a été réduite chez des hamsters et des
souris exposés pendant 2 heures a du dichlorure de nickel en aérosol (Adalis et al.,
1978; Gardner, 1980). Des changements histopathologiques par des dommages aux
poumons (congestion, inflammation, fibrose et oedeme) ont été notés chez des rats et des
souris exposés au sulfate de nickel hexahydraté pendant 12 jours (Benson et al., 1987;
Dunnick et al., 1988).

I-7-5 Effets sur la reproduction :

On ne dispose pas de donnée chez I'homme sur la toxicité éventuelle du nickel et de ses

oxydes sur la reproduction (fertilité et développement).
1-7-5-1 Effets de Nickel sur la reproduction chez le male :

De nombreuses études indiquent une diminution du nombre et de la qualité des
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cellules sexuelles males au cours de ces derniéres années (Jegou et al., 1996). Chez le male
I'exposition aux sels de Nickel induit des effets dégénératifs de I'epithélium germinatif
du testicule et de I'epididyme et altere la spermatogénése (Benson et al., 1988). Ainsi, chez le
rat le chlorure de Nickel administré par voie sous cutanée provoque des modifications au
niveau des gonadostimulines (FSH et LH) et une augmentation du taux de MDA et une
diminution de l'activité du (SOD) dans les testicules ce qui entraine des perturbations
organiques directes locales caractérisées par une atteinte de la spermatogenese, une
apparition de cellules apoptotiques au niveau de la paroi des tubes séminiferes et une
tératospermie (Laila et al., 2003).
1-7-5-2 Effets de Nickel sur la reproduction chez la femelle :

Chez la femelle le Nickel affecte le développement et la maturation des follicules de
I'ovaire, réduit également la stéroidogenése ovarienne et perturbe la fonction hypophysaire
(Wang et Zhu, 2003). L'exposition des femelles gestantes est associée a une diminution
de [limplantation, a un développement embryonnaire retardé, une augmentation des
résorptions et a une augmentation des malformations structurales.

I-7-6- Effets génotoxiques_:
Le nickel et ses oxydes ne sont pas considérés comme mutagénes. Comme il est habituel avec
les métaux, les résultats des essais de mutagénése sont trés discordants, variant largement
selon le composé utilisé et les conditions expérimentales ; il n’est pas possible de généraliser
les résultats obtenus. Les données disponibles suggérent que le nickel n’est pas mutagene sur
cellules autres que cellules de mammiféres. Le nickel métal et le monoxyde de nickel donnent
des résultats positifs in vitro dans les tests de mutations géniques sur cellules de mammiferes,
d’aberrations chromosomiques et dans les essais de transformations cellulaires. Des résultats
similaires pour d’autres composés du nickel, solubles et insolubles, suggérent un mécanisme
d’action similaire pour 1’ensemble des composés nickel et I’hypothese selon laquelle les ions
nickel seraient responsables des effets observés. En effet, alors que 1’ion nickel des composés
solubles peut atteindre le noyau cellulaire par solubilisation et diffusion ou par les systemes
de transport des ions métalliques, les composés peu solubles sont phagocytés et les vacuoles
libérent les ions nickel dans le noyau cellulaire, qui peuvent altérer I’ADN. Dans un essai de
micronoyaux in vivo, par administration intrapéritonéale chez la souris, le monoxyde de
nickel n’induit pas de mutation. En revanche, des résultats positifs ou équivoques sont decrits

dans les essais in vivo d’aberrations chromosomiques, de micronoyaux et d’échange de
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chromatides sceurs chez le rat par administration unique intratrachéale de 2,5 mg
Ni/rat.(Zhong BZ, Li ZQ, Ma GY, Wang BS ; 1990).
I-7-7 Effets cancérigenes :

Les études de cancérogénicité des sels de nickel chez 1’animal sont peu nombreuses.
Toutefois, le nickel est reconnu comme ayant un potentiel cancérigéne chez 1’animal de
laboratoire (Denkhaus et al., 2002).
Chez ’homme, les études épidémiologiques mettent en avant une augmentation du risque de
cancer des voies aériennes supérieures et des poumons chez des sujets exposés
professionnellement par voie respiratoire (Doll et al., 1970 - Doll, 1984). C’est
principalement I’inhalation de composés solubles qui est associée avec le risque le plus élevé
de cancer des voies aériennes. D’autres types de cancers ont été associés avec une exposition
au nickel, notamment dans des études en milieu professionnel mais aucune conclusion solide
ne peut en étre tirée.
En 1990, le nickel et les composés du nickel ont été classés par le Centre International de
Recherche sur le Cancer (CIRC) dans le groupe 1 « cancérogene potentiel pour I’homme ».
Les études expérimentales disponibles pour juger de la cancérogénicité du nickel par voie
orale sont peu nombreuses (OMS, 2005 ; Haber et al., 2000).
Concernant plus spécifiquement [I’exposition par I’eau de boisson : deux etudes
épidémiologiques de type écologique ont cherché a établir un lien entre 1’ingestion d’eau de
boisson contenant des sels de nickel et certaines formes de cancer. (Isacson et al 1985) ont
constaté un lien statistique entre les teneurs en nickel dans 1’eau de boisson et le taux
d’incidence du cancer de la vessie et des poumons. Apres analyse de leurs résultats, ils en ont
conclu que le nickel n’était pas un facteur de risque mais peut étre un indicateur de
contamination.

1-7-8 Effets du nickel sur ’environnement :

a) sur les plantes : toxique sur la majorité des plantes. provoque des changements de la
composition des algues a partir de 0,002mg Ni/L.

b) sur les poissons: la réduction de la calcification du squelette, 1’augmentation de
I’hématocrite et d’hémoglobine et la diminution de la capacité de diffusion des ouies
qui donne I’asphyxie. concentration 1étale est supérieure a 1mg/L.

C) sur les invertébrés : la concentration létale typique est de 1’ordre de 0,5 a 20mg/1 et

plus, il peut causer une incapacité de régulation osmotique (James W. Moore ,1991)
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Chapitre II : La Mélisse

I11-1 Classification:

La Place de la mélisse dans la classification phylogénétique APG 111* (2009) est la suivante
(Perrot & Paris, 1971; Meyer et al., 2008; Thoby, 2009); (Sari & Ceylan, 2002) mais c’est

la sous-espece officinalis qui est utilisée en thérapeutique (Carnat et al., 1998).

Régne Vegetal Ordre Lamiales

Embranchement Spermaphytes Famille Lamiacées

Sous embranchement Angiosperms Genre Mélissa

Classe Eudicotylédones Espece Officinalis

Sous classe Astérides Sous espéce Officinalis, inodora et
altissima

11-2 Déscription botanique:

La Melissa est. une plante herbacée vivace a la tige carrée, dressée et ramifiée, poussant en
touffe, mesurant le plus souvent entre 30 et 80 centimétres de haut (Perrot & Paris, 1971 ;
Thoby, 2009). Les feuilles , pétiolées, sont réparties de facon opposée et décussée sur la tige
(Wichtl & Anton, 2003). Leurs bords sont fortement crénelés. Elles sont de forme ovale et
cordiforme, aux nervures réticulées tres saillantes sur la face inférieure, donnant cet aspect
gaufré a la face supérieure. La surface est. recouverte de fins poils courts (Perrot & Paris,
1971).

Les fleurs sont regroupées par douzaine ou demi-douzaine, en verticille, a la base des
feuilles. De couleur blanche a rosée, elles sont formées d’une corolle tubulaire constituée de
deux lévres inégales. La lévre supérieure est. dressée (Perrot & Paris, 1971) et celle
inférieure est. divisée en trois lobes. Quatre ¢tamines didynames s’inserent sur le tube formeé
par la corolle, elles sont courbées et tendent ainsi les unes vers les autres. Le pistil, quant a lui,
est. constitué de quatre loges et posséde un long style terminé par un stigmate. Le calice est.
bilabié et pubescent (Wichtl & Anton, 2003).
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Figure 2 : Feuilles et Fleurs de la Mélisse (Mélissa oficinalis.L)
11-3 Habitat:

La Melissa est. presentée a 1’état sauvage dans le sud de I’Europe et de I’ Amérique du Nord,
et en Asie Mineure (Sari & Ceylan, 2002) dans des endroits 1égérement ombragés tels que le
bord d’une haie, un bois ou un lieu non cultivé et frais (Perrot & Paris, 1971 ; Wichtl &
Anton, 2003). Elle est. cultivée en Europe centrale et occidentale, ainsi qu’aux Etats-Unis
(OMS, 1999a).

11.4 Propriéteés thérapeutique de la mélisse :

I1-4-1. Antalgique dans les douleurs d’origine digestive:

L’usage de la plante pour soulager les douleurs abdominales est. propre a M. officinalis,

Cette propriété antalgique serait due a une composante antispasmodique associée a une
stimulation de la digestion, notamment par un effet cholérétique.

11-4-1-1 Origine de la spasticité intestinale :

Le péristaltisme intestinal est. assuré par des fibres musculaires lisses circulaires, douées d’un
automatisme contr6lé par le systtme nerveux autonome, qui en se contractant permettent la
progression du bol alimentaire dams la lumiére du tube digestif. Le transit est. ainsi régulé par
les récepteurs a la 5-hydroxytryptamine de type 3 et 4 (5-HT3 et 5-HT4) qui, s’ils sont
stimulés par un agoniste, entrainent une accélération du transit par augmentation du
péristaltisme et production de mucus, ce qui peut parfois occasionner des douleurs. 1l existe

aussi un contréle par des récepteurs muscariniques et adrénergiques. La sérotonine provient
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dams ce cas en majorité des cellules entérochromaffines, situées exclusivement au niveau du
tube digestif. Une possibilité de traitement pourrait donc étre assurée par un antagoniste des
récepteurs 5-HT3 et 5-HT4 (Ahn & Ehrenpreis, 2002 ; Johanson, 2004 ; Beattie & Smith,
2008).
11-4-1-2. Effet antispasmodique de la mélisse :

Il a été montré qu’un extrait hydro-éthanolique (éthanol 45 % v/v) de mélisse a un effet
inhibiteur des acétylcholinestérases équivalent a 1,72 + 0,16 pg de physostigmine6/mg
(PHY/mg) d’extrait aprés dix minutes d’exposition des enzymes a cet extrait in vitro. Cela
s’exprime par une diminution de I’hydrolyse de 1’acétylcholine par les acétylcholinestérases.
Une fraction de cet extrait est apparue plus efficace par une activité équivalent a 25,36 + 1,63
ug PHY/mg. Celle-ci contient de ’acide rosmarinique et deux de ses dérivés qui pourraient
étre a I’origine de I’activité observée (Dastmalchi et al., 2009).
11-4-2 Effets sur le systéeme nerveux central:

11-4-2-1 Effet anxiolytique:
La GABA-transaminase, GABA-T, est I’enzyme responsable de la dégradation du GABA.
Son inhibition entraine donc une augmentation du GABA au niveau cérébral. Dans une étude
de 2007, Awad et son équipe ont montré sur des cerveaux de rat qu’un extrait de mélisse
possédait une activité inhibitrice de la GABA-T in vitro, CI50 = 0,35mg/ml (Awad et al.,
2007). Cette activité serait due a I’acide rosmarinique, a 1’acide ursolique et a 1’acide
oléanolique (Awad et al., 2009). Cependant, une étude in vivo serait nécessaire pour savoir si
I’inhibition de la GABA-T par ces composés a un effet sur la fonction GABAergique.
11-4-2-2 Effet antidépresseur:
Il a ét¢ montré chez la souris qu’un extrait aqueux de mélisse presentée une activité,
apparentée a une activité antidépressive chez I’homme, similaire a celle observée chez les
animaux traités par imipramine7. Le test de la nage forcée permet d’évaluer les effets des
traitements antidépresseurs sur la souris. L’animal est placé dams un récipient en verre
cylindrique rempli a moitié d’eau. Alors soit il essaie d’escalader les parois pour s’échapper
(escalade ou fuite), soit il nage, soit il se laisse flotter sans bouger (immobilisme). Ainsi, une
activité antidépressive d’un produit se caractérisera dams ce test par une augmentation de
I’activité locomotrice de la souris (temps de nage et escalade). L’étude d’Emamghoreishi et
Talebianpour (2009) révele que 25 mg/kg d’extrait aqueux de mélisse administrés par voie
intra-péritonéale réduisent de 46 % I’immobilité de la souris, augmentent de 170 % les

tentatives de fuite sans modifier le nombre de fois ou la souris nage . Cette activité possede un
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effet au profil semblable a celui observé pour 15 mg/kg d’imipramine, mais est différent de
celui observé pour 20 mg/kg de fluoxétine (Emamghoreishi & Talebianpour2009).
11-4-2-3 Sédatif et inducteur du sommeil :

Il semble que ni un extrait méthanolique ni un extrait aqueux de mélisse ne déplace le
flumazenil8 de son récepteur GABA-A. Ceci suggere que ces extraits n’agissent donc pas sur
les sites récepteurs aux benzodiazépines (Lopez et al., 2009). Ces extraits n’induiraient donc
peut-étre pas les mémes effets secondaires que les benzodiazépines.

11-4-3 Antioxydant :
Les antioxydants sont des agents protecteurs des cellules. 1ls leur permettent de lutter contre le
stress oxydatif provoqué par les rayonnements, ou les agents chimiques par exemple. Certains
antioxydants sont naturellement synthétisés par les cellules, ils sont endogénes. lls peuvent
étre enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase et héme
oxygénase) ou non (glutathion et acide urique). A cela s’ajoutent les antioxydants exogenes
apportés par 1’alimentation. Il s’agit notamment des vitamines C et E (Nadji, 2010). La
mélisse présente des propriétés antioxydantes importantes (Dastmalchi et al., 2008).
Or, un de ces constituants majeurs est I’acide rosmarinique. Il possede une forte activité
antioxydante. Celle-ci a été mesurée par réduction d’un radical libre : le DPPH (1,1-DiPhényl-
2-PicrylHydrazyle). La CES0* de I’acide rosmarinique est de 3,1 pg/ml alors que celle de I’ a-
tocophérol — une forme de la vitamine E — est de 10,1 pg/ml (Mencherini et al., 2007).

11-4-4 Virucide :
11-4-4-1 Activité de la mélisse sur le VIH:

La mélisse, ainsi que d’autres plantes de la famille des Lamiaceae, poss€de une activité sur le
virion du VIH. En effet, ’efficacité d’un extrait aqueux de mélisse a été étudiée in vitro.
Celui-ci n’a d’effet que sur les particules virales libres, en inhibant le mécanisme de fusion.
L’extrait n’est cytotoxique qu’a des concentrations relativement haute par rapport a la C150*
(Geuenich et al., 2008).

11-4-4-2 Activité de la mélisse sur PHSYV :

L’activité anti-herpétique de 1’huile essentielle* de M. officinalis sur HSV13 de types 1 et 2, a
été étudiée sur des cellules rénales de singe. A tres haute dilution (pour lesquelles la
cytotoxicité est trés faible), ¢’est-a-dire pour des concentrations inférieures a 0,002 %, il a eté
observé une inhibition de la formation de plaques virales de 98,8 % pour HSV-1 et 97,2 %
pour HSV-2 (Schnitzler et al., 2008). L’efficacité de I’huile essentielle* de mélisse a aussi

été montrée sur HSV 2 par Allahverdiyev et son équipe en 2004, pour des concentrations non-
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cytotoxiques inférieures a 100 pg/ml. La cytotoxicité envers les cellules HEp-2 apparaissait
deés 100 pg/ml (Allahverdiyev et al., 2004). 1l semblerait que I’huile essentielle* empéche la
pénétration du virus dans les cellules mais n’aurait aucune activité une fois le virus dans la
cellule-hote (Schnitzler et al., 2008).
En Allemagne, une spécialité a base de mélisse est déja commercialisée dans les traitement de
I’herpés labial : Lomaherpan® du laboratoire Lomapharm (Wichtl & Anton, 2003).

11-5 Composition chimique de la melisse :
La mélisse posseédent une composition chimique trés variée. Les constituants de la drogue
entiére et ceux de I’huile essentielle différent. La mélisse dérivent de la méme sous-classe :
les Astéridées. Il n’est donc pas surprenant de trouver des similitudes dans leur composition
(eugénol, pinéne, p-caryophyllene, etc.)
11-5-1 Composition chimique de la mélisse:
Les feuilles de mélisse sont riches en acides-phénols (ou acides phénoliques) et en
flavonoides .
a) Acides phénoliques :
Un acide phénolique (ou acide-phénol) est un composé organique polaire constitué d’au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Dans le monde végétal, ce
terme désigne les dérivés cinnamiques (C6-C3) et les dérivés benzoiques (C6-C1).
Ils peuvent étre extraits par les solvants organiques en milieu légérement acide. Les acides-
phénols sont des molécules instables qui ont tendance a s’oxyder, notamment en milieu
alcalin (Bruneton, 2009).
b) Dérivés de I’acide benzoique :
Les dérivés de I’acide benzoique (1) sont des acides-phénols en C6-C1 (Bruneton, 2009). Il y
en a trois identifiés dans les feuilles de mélisse. Il s’agit de 1’acide para-hydroxybenzoique
(2), de I’acide protocatéchique (3) et de 1’acide gentisique (4) (Guignard et al., 1985).
) Dérivés de I’acide cinnamique :
Les acides-phénols dérivés de I’acide cinnamique (5) un composé en C6-C3, le plus souvent
estérifies (Bruneton, 2009). Les feuilles de mélisse contiennent ce type d’acides-phénols,
I’acide caf€ique (6), et des composés qui en sont dérivés : 1’acide rosmarinique (7), 1’acide

chlorogénique (8) et les acides A et B mélitriques (9 et 10).
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Figure 03 : Les compositions chimiques de la plante Mélisse officinalis L.

L’acide caféique (6) est un acide-phénol dérivé de I’acide cinnamique (Bruneton, 2009). Il
peut étre oxydé en quinone a 1’occasion d’une blessure infligée a la plante (Guignard et al.,
1985).

L’acide rosmarinique (7), comme son nom I’indique, a été isolé et identifié pour la premicre
fois a partir du romarin (Rosmarinus officinalis) par Scarpati et Oriente, en 1958 (Pereira et
al., 2005). Pourtant, il est présent en plus grande quantité dans les feuilles de mélisse, ou sa
concentration est de 3,9% contre 2,5% dans le romarin Rosmarinus officinalis (Geller et al.,
2010). Sa teneur peut toutefois atteindre les 4,7 % (Gruenwald et al., 2007). L’acide
rosmarinique est un ester de 1’acide caféique et de I’acide 3,4-hydroxyphényllactique (Pereira

et al., 2005). C’est une molécule polaire (ce qui explique sa solubilité¢ dans I’eau et 1’éthanol).
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Il est présent chez les Lamiacées, les Borraginacées et les Apiacées (Penchev, 2010) et est
supposeé participer aux mecanismes de défense de la plante (Petersen & Simmonds, 2003).
L’acide chlorogénique (8), ou acide 5-caféoyl-quinique est un ester de 1’acide quinique et de
I’acide caféique. C’est une molécule trés représentée dans le régne végétal qui a été détectée
pour la premiere fois dans le café, en 1837 (Petersen et al., 2009). 1l s’isomérise par rapport a
la position de I’ester en milieu alcalin ou acide et forme ainsi un mélange d’isomeres de
position, ce sont les acides chlorogéniques. Du fait de la présence de nombreux hydroxyles,
I’acide chlorogénique est soluble dans 1’ecau (Bruneton, 2009).

Les acides A (9) et B (10) mélitriques, dérivant de ’acide rosmarinique, peuvent é&tre
considérés comme des "triméres” de I’acide caféique (Agata et al., 1993).

d)Acide carnosique :

L’acide carnosique (11) ou rosmaricine est un diterpéne phénolique (Penchev, 2010). Il est
avec 1’acide rosmarinique le marqueur du romarin dont des extraits sont autorisés dans I’UE

comme antioxydants alimentaires par le biais d'une directive de 1’Autorit¢ Européenne de
Sécurite Alimentaire ou EFSA, European Food Safety Authority (EFSA, 2008).
e)Flavonoides :

Les flavonoides sont des composés souvent polaires et donc solubles dans 1’eau et dans
I’alcool, qui possédent tous la méme structure de base (12) puisque qu’ils ont une origine
biosynthétique commune. Leur teneur, dans les feuilles de mélisse, varie de 0,2 % a 0,7 %
(Bruneton, 2009).

Ils ont un rdle dans le renouvellement de 1’espéce car ils participent a la pollinisation en
attirant les insectes. Au niveau des feuilles, ils constituent un filtre protecteur par rapport au
rayonnement ultraviolet (Simmonds, 2003 ; Bruneton, 2009 ; Miller et al., 2011).
HAutres :

Les feuilles de melisse possédent également des tanins catéchiques qui correspondent aux
proanthocyanidols. Ils posseédent des propriétés sur 1’éréthisme* cardiaque (Thoby, 2009).
Comme beaucoup de plantes, la mélisse contient des vitamines, notamment B1 et B2 (Thoby,

2009), de la chlorophylle, des cires et des stérols, ainsi que de I’acide succinique (Penchev,
2010).
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L’objectif de cette étude est d’évaluer expérimentalement les conséquences toxicologiques de
I’exposition a une eau potable contaminée par le chlorure de nickel et étudier la potentialité de
la Mélisse a réduire 1’effet de traité le foie en évaluant son pouvoir pharmacologique.
Pour cette fin, des paramétres : biochimiques, hématologiques, ont été mesurés. Une étude
histologique sur le foie est effectuée.
Animaux d’expérimentations :
Les animaux d’expérience sont des rats albinos variété Wistar; de sexe male et femelle 4gés
de 4+1 semaine ayant un poids 100£10 g. L’¢élevage des animaux ont été réalisés au sein de
I’animalerie de département de biologie(université de Saida) dans des cages adaptées. La
nourriture et la prise hydrique sont données a volonté a tous les rats durant toute la durée de
I’expérimentation (08 semaines). Les rats ont été exposés a un cycle lumiére obscurité de 10-
14 h et la température ambiante était de 20 a 22° C.
1. 1. Répartition des lots :
Les rats sont repartis en quatre lots homogeénes :
e Lot témoin : composé de 6 rats qui recoivent de 1’eau du robinet sans
chlorure de nickel.
e Lot Ni (intoxiqué) : composé de 6 rats qui regoivent par voie orale une
eau contenant 0.2% de chlorure de nickel durant une période de 08 semaine.
e Lot Ni-M25 (intoxiqué et traité) : composé de 6 rats qui regoivent
simultanément une eau contenant 0.2% de chlorure de nickel par voie orale et
I’extrait aqueux de la Mélisse a une dose de 25mg/kg par voie intrapéritoniale
(IP).
e Lot Ni-M50 (intoxiqué et traité) : composé de 6 rats qui regoivent
simultanément une eau contenant 0.2% de chlorure de nickel par voie orale et

I’extrait aqueux de la Mélisse a une dose de 50mg/kg par voie intrapéritoniale

(IP).
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Figure 04: schéma simplifie du protocole expérimental
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2. Préparation du matériel végétal :

La plante deMeélissa officinalisL.est récoltée dans la region de 1’est de 1’ Algérie au mois
de juin. Les feuilles séchées sont moulues a I'aide d'un broyeur électrique jusqu'a I'obtention
d'une poudre qui sera conservée dans un bocal en verre hermétiqguement fermé pour préserver
sa qualité initiale.

2. 1. Extraction des résidus de plante :

Pour la préparation de 1’extrait aqueux des procédés classiques d’extraction ont été
utilisés.L’extrait aqueux de la plante a été obtenu par la méthode d’infusion. 100 mg de
poudre de la plante a été mise dans 1000 ml d’eau distillée bouillieet la solution extraite a été
filtrée a froid. Ce procédé a été répété a plusieurs reprise afin d’obtenir la quantité nécessaire
pour notre expérimentation et le filtrat a été séché a 1’étuve. Le résidu ainsi obtenu a été

stocké a -20°C, jusqu’au moment de son utilisation.

Poudre de
feuilles100mg

-Infusion

-Décantation
-Filtration

- Séchage dans I'étuve

| l

Résidu végétal obtenu Mw
stocké a -20°c

Figure 05: schéma simplifie préparation de I’extrait aqueux de la Mélisse par infusion

2. 2. Calcule du rendement :
Lerendementdes extraits aqueux estdéfinitcomme étantle rapportentre la masse des extraits
secsobtenueetlamassedumaterielvégetalatraiter(Haje Ammar et al., 2009).Le rendement,

exprimé en pourcentage est calculéparla formulesuivante:

R (%) =M x100/Mo
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R (%) : Rendement en extraits secdematiéreseche.

M :quantitéd’extrait récupéréeexprimée eng.

Mo:quantitédelamatieresecheutiliséepourl’extractionexprimeeeng.

2. 3. Préparation de la solution injectable :
Notre produit a été obtenu par dilution de 1’extrait sec et solubilisé dans 1’eau distillée a une
dose de 50 mg /kg et 25 mg / kg et utilisé pour les injections(Zerei A et al. 2014).
3. Evolution du poids corporel et le poids relatif des organes :

Le poids corporel de chaque animal a été noté chaque semaine durant la durée de
I’expérimentation (08 semaines) ensuite, nous avons procédé au sacrifice de ces rats et le
poids du foie des trois lots d’animaux a été enregistré. A partir de ces valeurs l'indice relatif
des organes a été calculé par la formule suivante:

Poids des organes (g)

Poids relatif des organes = x 100

Poids corporel total (g)

4. Sacrifice et récolte du sang :
A la fin des 08 semaines de I’expérimentation, les rats sont sacrifiés le matin aprés une nuit
de jeun par décapitation, apres une légére anesthésié. Le sangest récupéré dans des
tubeshéparines pour les dosages biochimiques et EDTA pour le dosage
hématologiques.Ensuite, le sang de tube héparines subissent une centrifugation a 3000 tours
pendant 10 min et le plasma est stocké a 4°C.Le foie est prélevé rapidement, rincés avec I’eau
distillée, et pesé pour calculer leur poids relatif.

5. Détermination des parameétres hématologique :
Les parameétres hématologiques a savoir le nombre des globules rouges (GR), le nombre de
globules blancs (GB), I’hémoglobine (HB), I’hématocrite (HCT), et le taux de plaquette ont
été déterminés a I’aide d’un Coulter de type « MEDONIC CA 530 ».

6. Etudes biochimique :

Cette étude a été réalisée dans un laboratoire d’analyse au niveau du centre de santé a Saida

S
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Les dosages biochimiques ASAT et ALAT sont réaliseés par I’utilisation des Kit
SPINREACT. La détermination des différentes concentrations de chaque enzyme est calculée
apres la lecture des densités optique(DO) au spectrophotomeétre.

6.1. Evaluation de I’activité hépatique :

6.1.1. Dosage des transaminases :
Ces enzymes sont impliquées dans le métabolisme des acides aminés. Elles fonctionnent avec
le phosphate de pyridoxal (dérivé du vit B6) comme coenzyme qui assure le transfert
réversible d’un groupement amine entre un acide alfa Cétonique. Elles participent ainsi aux
syntheses d’acides aminés et la régulation du cycle de Krebs.

% Dosage de transaminase Glutamine Oxaloacétique (TGO) :
Appelée aussi L’aspartame aminotransférase (AST), est présente surtout dans le dans le foie
et le ceeur un peu moins dans les muscle et les reins.
- Intérét et principe du dosage :

Le dosage sanguin de transaminases glutamino oxaloacétique TPO est prescrit dans les
pathologies hépatiques .le principe du dosage est basé sur la cinétique enzymatique

déterminant 1’activité de I’aspartateaminotransférase :

Aspartate + e-Cétoglutarate — BT, Gluamate + Oxaloacéate

Oxaloacétate + NADHH® ——2% 4 Malate + NAD'

L’analyse est réalisée sur du sérum ou plasma recueilli sur héparine, I’hémolyse invalide de
test.

- Technique d’analyse :
Longueur d’onde : 340nm ; Température : 37°C ; 1cm d’épaisseur. On préléve a 1’aide d’une
micropipette dans les tubes a essai :

- Mode opératoire :

Reéactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (pl) 100

Mélanger bien, verser dans une cuve et lire I’absorbance aprés d’incubation .Refaire la lecture

des D.O exactement apres 3min.
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Figure 06 spectrophotométrie pour lecture la densité optique du AST et ALAL

- Calcul de la concentration:

La concentration d’aspartateaminotransférase calculée par la formule suivante :

ASAT (L/L) = ADODmin = 1750

% Dosage de la transaminase Glutamino pyruvique(TGP) :

- Intérét et principe du dosage :

Appelée aussi Alanine aminotransférase(ALAT) ; Le dosage de la TGP (présente en
particulier dans le foie) est surtout utilisé dans le diagnostic des hépatites aigues, toxiques,
infectieuses ou virales. Le principe de cette méthode est basé sur la cinétique enzymatique
en suivant P’activité de 1’alanine aminotransférase (ALAT) dont I’appréciation de la

réaction indicatrice qui consomme du NADH mesurée a 340 nm (BERAUD, 2001)

Alanine + a-Cétoglutarate —ALT . Glutamate + Pyruvate
' M :
Pyruvate + NADH.H ———* Laciate + NAD

E
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L’analyse se fait sur du sérum ou du plasma recueilli sur héparine car I’hémolyse invalide
I’analyse.

A une longueur d’onde: 340 nm, Température: 37°c on pipette a 1’aide d’une

micropipette dans les tubes a essai :

Mode opératoire :

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (ul) 10

Mélanger inverser dans une cuve et lire ’absorbance aprés 1 min d’incubation .Refaire la

lecture des D.O exactement apres 3 min.

- Calcul de la concentration :

La concentration d’alanine aminotransférase est calculée par la formule suivante :

ALAT (LYL) = ADOVmin = 1750

7. Expression et analyse statistique des résultats :

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins (Moy = SEM) 1I’écart
type moyen, la comparaison entre les différents groupes sont effectuées apres une analyse de
la variance (ANOVA) avec le facteur intoxication (Ni, T) et/ou le facteur de traitement
(Solvant/ MO). Une probabilité p < 0,05 est considérée significative. Les analyses statistiques
ont étéréalisées avec le logiciel Sigma Stat 3.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Significatives lorsque (*P < 0,05).

Hautement significative comparant au témoin (** P <0,01).

Trés hautement significative comparant au témoin (*** P < 0,001).
Avec P : Seuil de signification.
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Résultats et Interprétation:

1. Résultats de ’extraction :

1. 1. Calcule du rendement (%) :

Les résultats relatifs au rendement révélent une valeur de 14,76 %.

La plante Mélissa officinalis L.

14,76%

Figure 07 :Le rendement de la plante Mélissa officinalis L.
2. L’effet du nickel et ’extrait de la Mélisse sur la croissance pondérale
et le poids relatif du foie :

Les variations du poids corporel des rats constituent un parameétre tres important. Le
poids des animaux a été suivi tout au long de notre étude. Au terme de I’expérience le
poids corporel moyen des rats des 4 lots est représenté avec le poids relatif du foie dans le
tableau (03).

Tableau03: L’effet du chlorure de nickel et I’extrait de la mélisse sur le poids corporel et le

poids relatif du foie des quuatre lotsde 1’expérience. Les valeurs sont exprimés en moyenne
+SEM : *P<0,05; ** P<0,01 ; *** P<0,001.

Lots Lot témoin Lot Ni Lot NiM25 Lot NiM50
Poids corporel | 252,33+24,69 187,33+6,22* 192,66+10,87 214,17+15,63
Poids relatif 412+ 0,18 2,95+ 0,23*** 3,38+ 0,11* 3,81+ 0,16




Résultats et Interprétation:

Les résultats montrent que I’exposition subchronique au 0,2% de chlorure de nickel diminue
respectivement de maniére significatif (*P<0,05) et hautement significatif (*** P<0,001) le
poids corporel et le poids relatif du foiepar comparaison au lot témoin. Ceci montre que le
nickel induit un retard de croissance significatif chez les rats. Cependant les lot Ni-M25 et Ni-
M50 ne présente aucune différence significatif par rapport au lot témoin.

3. Effets du Chlorure de Nickel et ’extrait aqueux de Mélissa officinalis L.
sur les parametres sanguins :

3.1. Effet sur le taux d’hématocrite :

Dans I’histogramme (figure 08) montrent une nette diminutiondu taux d’hématocrite des rats
intoxiquéspar le nickel avoisinant 33% (p<0,001) par rapport au lot témoin.Par ailleurs,
I’hématocrite des lots NiM25 et NiM50 est de 34,55%(p<0,01) et 39,60%(p<0,05)
successivement. Ceci indique que I’administration de la Mélisse s’oppose a I’effet toxique du

nickel sur I’hématocrite.
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Figure 08 : Effet du chlorure de nickel et I’extrait aqueux de la Melissa sur le taux
d'Hématocrite chez les jeunes rats wistar. Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : * P
<0,05; **P<0,01; *** P <0,001.
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Résultats et Interprétation:

3.2. Effet sur le taux d"hémoglobine :

D'apreés les résultats obtenus (Figure 09), I'hémoglobine du lot intoxiqué par rapport a
celui du lot témoin est diminuéde maniére hautement significatif (P<0.001).La diminution de
ce parameétre sanguin pourrait étre due a la diminution du nombre des érythrocytes
circulantes. On peut remarquer également que cette diminution ne s’est pas produite chez les
rats intoxiqués et traités par I'extrait de la Mélisse en gardant un taux d’hémoglobine proche

de celui des rats témoins.
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Figure 09: Effet du chlorure de nickel et I’extrait aqueux de la Melissa sur le taux
d'Hémoglobine chez les jeunes rats wistar. Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM :
*** P <0,001.

3.3. Effet sur le nombre des globules rouge :

L’exposition subchronique au chlorure de nickel a provoqué une baisse hautement
significative (p<0,001) du nombre de globules rouges comparé au lot témoin. Par contre, dans
le lot NiM50le nombre des GR reste au voisinage de celui du temoin ce qui montre que la
melisse protége contre la diminution sévere (25%) de ce nombre observée chez le lot

intoxiqué.
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Figure 10: Effet du chlorure de nickel et I’extrait aqueux de la Melissa sur le nombre des
globules rouge chez les divers lots, les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM :***
p<0,001et **p<0,01

3. 4. Effets sur le nombre de globules blancs
L’intoxication au Nickel pendant une durée de 08 semaines entraine une augmentation
hautement significative du taux des globules blancs (hyperleucocytose) par rapport aux rats
témoins. La dose NiM25 n’a pas d’effet sur I’hyperleucocytose provoqué par Ni. Par contre le
lot NiM50 présente un taux de leucocytes normal. Ceci peut étre expliqué par un effet
chélateur de la Mélisse.
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Figure 11 : Effet du chlorure de nickel et I’extrait aqueux de la Melisse sur le nombre des
globules blancs chez les divers lots, les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM :***
p<0,001.

4. Effets du chlorure de Nickel et ’extrait aqueux de Melissa officinalis L.
sur les parametres biochimiques du foie

4.1 AST:

L’analyse des marqueurs de la fonction hépatique, indique qu’au niveau sérique
I’activité des transaminasesprésente une augmentation significative (p<O ,001) du taux
d’ASAT chez les jeunes rats ayant recusle chlorure de Nickel comparé au lot témoin et lots
intoxiques traités (NiM25 etNiM50). Le lot NiM25 montre une perturbation moins importante
que le lot Ni, par contre le lot NiM50 présente des AST nettement meilleur que le lot NiM25
et le lot Ni. Ce résultat peut étre expliqué par le fait d’administrer I’extrait aqueux de la
mélisse en méme temps que le chlorure de Nickel réduit d’une maniére significative 1’effet
toxique de celui-ci sur la fonction hépatique (parametre biochimique AST). Cette protection

hépatique est d’autant plus apparente que la dose de la Mélisse est supérieure a SOmg/1.
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Figure 12 : Effets du chlorure de nickel et de la Mélisse sur la fonction hépatique : paramétre
plasmatique AST (moyenne + SEM, p<0,001), (Ni et Mo: p<0,001)
4.2 ALAT :

Les résultats enregistrés relatives au taux d’ALAT montrent une augmentation
significative (p<0.001) chez les rats ayant recus le chlorure de Nickel comparés aux rats
témoins et intoxiqués traités. Le taux d’ALAT du lot NiM25 est moins perturbé que le lot Ni,
par contre le taux d’ALAT du lot NiM50 est nettement proche de celui du lot témoin.
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Figure 13 : Effets du chlorure de nickel et de la Mélisse sur la fonction hépatique : parameétre
plasmatique ALAT (moyenne £ SEM, ***p<0,001)
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Résultats et Interprétation:

Au total, I’augmentation de la libération de ces enzymes hépatique (AST, ALAT) dans
le sérum est due probablement a la cytolyse hépatique induite par le chlorure de nickel, d’une
part. D’autre part, I’administration simultanée de I’extrait aqueux de la mélisse et du chlorure

de Nickel préserve la fonction hépatique (AST, ALAT) contre cette perturbation de la

fonction hépatique provoque par le Ni.
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Discussion

Les sels de métaux lourds sont généralement plus toxiques que les formes
«métalliquesy»; ¢’est I’accumulation de petites doses dans le corps qui provoque a long terme
des effets indésirables. Ces produit sont estimés comme des substances chimiques peuvent
causer des difficultés pour la santé humaine par une large gamme de propriétés toxicologiques
(Zarn et al .,2003 ;EPA,2009 ) Ils modifient le fonctionnement des cellules en troublant de
nombreuses voies métaboliques (Nesnow et al . ,2011). Le foie a été considéré comme le
principal organe cible intervenant dans la détoxification de I’organisme chez les rats exposés
de fagon chronique aux Nickel (EFSA ,2009).

Notre travail a pour but d’évaluer I’effet prophylactique de I’extrait aqueux de Mélissa
officinalis L. vis a vis I’intoxication subchronique au chlorure de nickel chez les jeunes rats

Wistar, en se basant sur 1’étude physiologique, biochimique et hématologique.

Les résultats enregistrés concernant le poids corporel. Montrent clairement que le
poids des rats exposés au Nickel apres 08 semaines est significativement inférieur a celui des
rats témoins, Ces résultat obtenu est similaire a celui de (Gautam et al .,2001 .,smith ., et
al .,2008) qui présente que le Nickel avec une dose de 2g /kg entraine une baisse de poids
corporel qui due une diminution de la prise alimentaire suite a une hépatoxicité. La réduction
de poids corporel est utilisée comme indicateur de la détérioration de 1’état de santé générale
du rat. Cependant, le poids corporel des rats intoxiqués par le nickel et traités par I’extrait
aqueux de la mélisse reste normale aucune différence significative n’a été trouvé par rapport

au lot témoin ce qui démontre I'absence de signe de toxicités.

Nous avons observé également une anémie chez les rats intoxiqués au chlorure de
nickel. Cette derniére est présentée par la diminution significative des taux des globules
rouges, hématocrite et I’hémoglobine comparés aux celles des témoins. Nos resultats sont en
accord avec ceux rapporté par De Luca et al 2007, lesquels ont montre que le nickel
provoque une perturbation hématologique. La diminution de ces paramétres sanguins pourrait
étre due a I’action inhibitrice du nickel sur la ligne erytroide. En effet, L’anémie une
manifestation clinique de I’intoxication par les métaux lourds résulte a la fois de I’inhibition
de I’activité de nombreuse enzymes. Les mémes résultats ont été observés par plusieurs

travaux menés sur des rats intoxiqués par le plomb (Misoun 2010).

-



Discussion

Nos résultats montrent également que 1’intoxication au nickel provoque une
hyperleucocytose (augmentation du nombre des globules blancs) chez les rats intoxiques
compares aux témoins. Nos résultats concordent avec ceux de (Weischer et al., 1980). L’effet
hyperleucocytaire du nickel semble lié a son effet stimulateur du systeme immunitaire.
L’augmentation des leucocytes par le nickel a été observé in vitro chez les allergiques
(Bucheval et Lundberg 2004 ; Minang et al 2005 et 2006) et une augmentation du taux de
réticulocytes chez des travailleurs ayant bu accidentellement de I’eau contaminée par du

sulfate et du chlorure de nickel et de 1’acide borique (Sunderman et al., 1988).

On ce qui concerne les dosages biochimique de I’activité hépatique ; une augmentation
claire de I’alanine aminotransférase (ALAT) et ’aspartate aminotransférase (ASAT) a été
enregistré chez les rats intoxiqués par le nickel. Ces enzymes représentent les biomarqueurs
de la viabilité des hépatocytes, confirmant ainsi I’effet destructif du nickel sur la membrane
cellulaire par augmentation de la perméabilité cellulaire et par I’infiltration des enzymes
intracellulaire. En accord avec nos résultats, Dieter et al.1988 ;Novelli., 1998 ;Pardeep
Sidhu.,2004 ; Sunderman et al.,1988 ;Pari et Prasath, 2008 ont montré que 1’intoxication
des rats par le nickel t¢émoigne d’une dégénérescence des hépatocytes. Ainsi, le sulfate de
nickel administré par voie cutanée ou orale provoque chez le rat des effets hépatiques qui se
traduisent par un gonflement des hépatocytes, une nécrose focale et une vacuolisation
accompagnés d’une augmentation de 1’activité enzymatique du foie notamment de la
Catalase, ’ALAT et I’AST, une augmentation du taux de lipides peroxydases et de la

bilirubine.

De plus, les résultats obtenus révelent que le nickel provoque une baisse significative
du poids relatif du foie. Ceci est indirectement lié aux perturbations biochimiques et nécrose
des cellules hepatiques. Obone et al., 1999 montres que chez les rats males et chez les souris,

le sulfate de nickel administre dans 1’eau de boisson provoquent une chute du poids du foie.

En contrdlant le taux des parameétres hématologique des rats intoxiqués et traités par
I’extrait aqueux de Melissa officinalis, nous avant remarqué la disparition de 1’état de
I’animée induit par le nickel, ce ci peut étre expliqué par I’effet chélateur de la plante ce qui

induit la disparition de 1’état de toxicité de nickel.

.



Discussion

L’administration de la Mélisse a empéché 1’¢élévation sérique des activités des
transaminases (AST et ALAT). L’effet cytoprotecteur de I’extrait de Mélissa officinalis L.
peut étre due en partie a sa teneur en composants antioxydants (Flavonoides, acides
phénoliques, terpenes, acide caféique et acide rosmariniques) ainsi que sa propriétés de
piégeage des radicaux libres (Ribeiro M. A et al., 2001). De plus, il est demontre que
I’utilisation de composés antioxydant naturel diminue de maniére important la peroxydation
des lipides, apres une intoxication au métaux lourds ce par la diminution de la production du
I’EROs (Espéces Réactive de ’Oxygene) (Halliwell B., 1994, Jone D. P., et al. 1995).
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Conclusion et perspectives

Le nickel est un polluant environnemental potentiellement carcinogéne, il est utilisé
plus ou moins dans les industries, il a de ce fait, des impacts néfastes sur les végétaux, les
produit de consommations courantes et notamment sur la santé animale et humaine.
L’exposition au nickel peut provoquer des effets toxiques sur de nombreux tissus en
I’occurrence les reins, le foie, les poumons, le cerveau, 1’hématopoiese, et sur la
reproduction.Actuellement le réle joué par les antioxydants naturels dans la prévention contre
le stress oxydatif généré par les métaux lourds et différentes pathologies a été clairement

établie par différentes études.

Ce travail visait a élucider I’effet préventif de 1’extrait aqueux de Mélissa officinalis L.
vis a vis I’intoxication subchronique de chlorure de nickel chez les jeunes rats Wistar. Cette
exposition au cours de la période de développement entraine une chute de poids corporels des

rats.Ce ci est d0 & une diminution de la prise alimentaire.

De plus, on note des perturbations hématologiques telles que I’anémie évaluée par la
diminution significative de I’hémoglobine, d’hématocrite et du nombre de globule rouge chez
les rats intoxiques par le nickel comparé aux rats témoins.La diminution de ces paramétres
sanguins pourrait étre due a I’action inhibitrice du nickelsur la ligne érythrocytaire.

Nos résultats montrent également que 1’intoxication au nickel provoque une hyperleucocytose
chez les rats intoxiqués comparés aux témoins.L’effet hyperleucocytaire du nickel semble 1ié

a son effet stimulateur du systéme immunitaire.

Les effets du chlorure de nickel au niveau hépatique ont été également explorés. Nous
avons observé que 1’administration de chlorure de nickel par voie orale chez les jeunes rats
provoque une diminution du poids relatifs de foie. Les résultats montrent égalementune
augmentation des enzymes ALAT et AST au niveau sérique, ce qui confirme 1’effet destructif
du nickel sur la membrane cellulaire des hépatocytes par augmentation de la perméabilité

cellulaire et par I’infiltration des enzymes intracellulaire.

L'administrationde I'extraitaqueux de Mélissaofficinalisconcomitante au rat intoxiqué
par le chlorure de nickel tout au long de I'expérimentation, module de fagonsignificative les

effetsnocifs de cemétal.




Conclusion et perspectives

En effet, la mélisse a permetd’empéchél’apparition de plusieurs perturbations
hématologique. De plus, L’administration de la Mélisse a empéchél’élévationsérique des
aminotransférases (ALAT et AST). Donc on peut dire que la plantepossedeuneffet
hépato-protecteurdii a son pouvoirprotecteur des membranes contrel’attaqueradicalaire et

la diminution de la peroxydation des lipides et I'oxydation des protéines.

En conclusion, ce travail dévoile le pouvoir de 1'extraitaqueux de Mélissaofficinalisa
préservé les systémeshématopoiétique et hépatique contre le dysfonctionnement généré

par le nickel.

Cependant, notre travail laisseentrevoir de nombreuses perspectives d’expérimentation
afin de pouvoir approfondir la compréhension des mécanismesimpliquésdans les effets
protecteurs de la Mélisse contrel’intoxication au nickel, ilserait intéressantd’étudier les

modifications histologiques au niveau du tissuhépatiquecausé par le Nickel.

Ilseraitsouhaitable de doséd’autreparamétrescomme les enzymes antioxydantescomme

la catalase, Superoxyde dismutase, le glutathionpyroxydase.

lIseraitintéressant de réaliseruneétudephytochimiqueapprofondie de la plante qui

consiste a la purification et I’identification de cescomposésactifs.
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