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RESUME

Les mécanismes a l'origine de la toxicité du Pb et du Mn sont multiples et touchent
potentiellement toutes les cellules de I'organisme. A cet effet, nous hous sommes intéresses au
désordre biochimique et hématologique induit par ces deux métaux a des doses de 2 mg/L et
4,79 mg/L respectivement du premier jour de la gestation jusqu’au sevrage chez les rats
wistars et |’ effet prophylactique de I’ HE du clou de girofle « Syzygium aromaticum » vis-a-vis

le dysfonctionnement mis en jeu.

Toutefois, I’ extraction par hydrodistillation, a permis d’ obtenir une HE avec un rendement de
10,20 %. De plus, I’ anayse physicochimique de cette HE par CPG-SM a mis en évidence la
présence majoritaire de |I’eugénol a I'instar d’ autres especes chimiques a savoir |’ Acétate

d’eugényl , B-caryophyllene, etc.

Par ailleurs, on a pu noter que I’administration chronique de ces deux métaux a contribué a
une diminution significative (P<0,05) du poids corporel ainsi que du taux de naissance, une
baisse significative (p< 0,05) des poids des organes (cerveau, foie et rein), augmentation des
taux de ces deux métaux dans le sang, une augmentation significative (P<0.05) du taux de
glucose sanguin, une diminution significative (P<0.05) du taux de calcium sanguin, une
diminution significative (P<0.05) du taux de fer sérique, une diminution significative des
taux de globule blanc (GB), des globules rouges (GR), hémoglobine (Hb), hématocrite (Ht),
volume globulaire moyen (VGM), et la teneur moyenne des globules rouges (MCH), une
augmentation significative (P<0.01) du taux de plaquette, la présence de poikilocytes,

I’ absence de Granulocytes et de Plaguettes et la rareté des hématies hyperchromes.

En revanche, I'administration de I’ HE par voie IP durant une période de 21 jours a des rats
préal ablement intoxiqué au Pb-Mn, indique que cette HE contribue de maniére significative a
un rétablissement au niveau des activités biochimiques et des paramétres hématologiques

testés ainsi qu’ aux taux sanguins de ces deux métaux.

Mots clés: Plomb, Manganése, Syzygium aromaticum, parameétres biochimiques, parametres

hématol ogiques.



ABSTRACT

The mechanisms underlying the toxicity of lead and manganese are multiple and
potentially affect all cellsin the body. For this purpose, we were interested in the biochemical
and hematological disorder induced by these two metals at the doses 2 mg/L and 4,79 mg/L
respectively during gestation and lactation in Wistar rats, and the prophylactic effect of the

clove essential oil vis-a-vis the involved dysfunction.

However, the extraction by hydrodistillation, allowed to obtain an essential oil with a
yield of 10%. Furthermore, the physicochemical analysis of this EO by GC-MS highlighted
the majority presence of eugenol as well as other chemical species like eugenol acetate,

beta Caryophyllene, etc.

Besides, we were able to note that the chronic administration of these two metals
contributed to a significant decrease (P<0,05) of body weight and birth rate, a significant
decrease (p< 0,05) of the weight of organs (brain, liver and kidney), an increase of these
metals blood rates, a significant increase (P<0.05) of blood glucose, a significant decrease
(P<0.05) of the rate of blood calcium, a significant decrease (P<0.05) of the rate of serum
iron, a significant decrease of the rate of white blood cells, red blood cells, haemoglobin,
hematocrit, mean corpuscular volume, the average content of red blood cells, a significant
increase (P<0.01) of the rate of platelet, the presence of Poikilocyte, the absence of
granulocytes and platelet and the rarety of Red blood corpuscles hyperchromium.

In contrast, the IP administration of the EO during 21 days to rats previously
intoxicated with Pb-Mn indicates that the EO contributes significantly to the reestablishment
of tested biochemical activities and hematological parameters in addition to the blood rate of

these two metals.

Key word: Lead, Manganese, Syzygium aromaticum , biochemical parameters, hematol ogical
parameters.
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INTRODUCTION GENERALE

Les problémes posés par la dispersion des polluants dans |’ environnement ont suscité
I'intérét de la communauté scientifique depuis de nombreuses décennies. La prise de
conscience de la nécessité de préserver la santé humaine et animale a fait appel a de
nombreuses investigations et expérimentations en vue de lutter contre les actions délétéres

causées par les polluants.

Le plomb (Pb), Le manganese (Mn) comme étant des métaux lourds, sont des
polluants environnementaux qui demeurent a nos jours des signifiants agents causaux de
divers problémes de la santé publique (Gidlow, 2004 ;Amany et al.,2015 ; Aschner,1990 ;
Walaas et Fonnum, 1979) du fait de leurs actions déléteres aux niveaux cellulaires,
physiologiques, hématoogiques, neurologiques, etc qui ont été prouvées et confirmées par
plusieurs études (Zwingmann et al., 2000 ; Milatovic et al. 2009 ; Syed et al.1995).

Par ailleurs, le girofle de son nom scientifique « Syzygium aromaticum » est une épice
fréguemment utilisée au niveau mondia du fait de ses propriétés Culinaires et médicinaes

diverses.

Notre travaill sinscrit dans le cadre d évaluer I'effet thérapeutique des huiles
essentielles extraites a partir du clou de girofle vis-avis une intoxication induite par le plomb

et le manganése.
Diverses ambitions ont donc motivé cetravail a savoir:

» Induire une intoxication par I’administration du Plomb et du manganese chez le rat
Wistar qui a été chois comme modéle biologique pour notre étude, durant les
périodes de gestation et de lactation.

> Extraire I'huile essentielle du clou de girofle «Syzygium aromaticum» par
hydrodistillation.

> ldentifier les composés chimiques de cette huile essentielle ainsi que leurs structures
par CPG/SM.

» Une approche expé&imentale consistant a mettre en évidence les effets toxiques du
plomb et du manganese chez une progéniture de rats du premier jour de la gestation
jusgqu’au sevrage en se basant sur des paramétres biochimiques, des parameétres

hématol ogiques
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» Une autre approche expérimentale vise a tester I'effet de I’administration par voie
intrapéritonéale de I’ huile essentielle de Syzygium aromaticum chez les rats intoxiqués au

plomb et au manganése.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Leplomb:
1.1.Généralitésur Leplomb :
Le plomb est un métal connu depuis plus de 5000 ans (BRGM, 2004).1I est naturellement

présent en moyenne a 0,002% dans la croute terrestre (36°°

élément de par son abondance
dans lacrol(te terrestre) (Nriagu, 1978), et peut se présenter sous forme organique ou
inorganique ; Presgue la totalité des expositions industrielles ou environnementales au plomb
impliguent des formes inorganiques (ex. PbO) (Lauwerys, 1990). Les dérives inorganiques
guant a eaux sont présents dans les eaux, les sédiments, les sols, I’amosphére et
éventuellement en microtraces chez les organismes vivants (Nriagu, 1978).

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

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

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

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

Tableau 01: Propriétés physico-chimiques du plomb (Bonnard et al., 2006).

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

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

1.3.1. Natureélles: ades concentrations faibles.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.3.2. Milieu professionnel : fabrication de batteries d accumulateur au plomb ou de

recyclage ; soudure et découpage de piéces métalliques (fonderie) ; peinture a base de
plomb ; cristallerie et verrerie ; récupérations des métaux ; poterie... (Achour et al.,
2014).

1.3.3. Environnementale:

1.3.3.1.

1.3.3.2.

1.3.3.3.

1.3.34.

Air : la pollution atmosphérique par essence a base de plomb (dérivés organiques
tétracthyl, tétraméthyl) reste la cause la plus importante de contamination. Les
antidétonants des carburants automobiles constituent la premiere source d’ émission
de plomb dans I’atmosphére. Avec la mise en place de I’ essence sans plomb, cette
source de contamination afaibli. D’ autre part, |e tabagisme reste une source mineure
de contamination (Achour et al., 2014).

Eau : la contamination peut étre secondaire a I’ingestion d' eau douce desservie par
des candisations en plomb. Selon I’Union Européenne, la valeur limite de
concentration du plomb de I’ eau destinée ala consommation humaine est de 10 pg/L
depuis 2013. L’ingestion de boissons acides (jus de fruits) stockés dans des récipients
contenants du plomb peut aussi contribuer al’imprégnation (Achour et al., 2014).
Aliments : légumes cultivés et animaux élevés en zones contaminées ; (Achour et
al., 2014).

Sols et poussieres : la poussiére est une importante source d’ exposition au plomb.
Sateneur en plomb dépend de I’ activité industrielle actuelle ou passée au voisinage.
La consommation d’ écaille de peinture plombifere dans les anciennes demeures par
de jeunes enfants en milieu défavorisé et le comportement alimentaire du syndrome
“Pica’ favorisent lesrisques (Achour et al., 2014).

1.3.4. Autres:

+ Contamination par des vétements de travail souillés rapportés au domicile par un proche

exposé professionnellement ;

% Utilisation des cosmétiques et de préparations traditionnels a base de plomb a titre

d’ exemple: lekhdl ;
+« Munitions a base de plomb (Achour et al., 2014).

1.4. Toxicocinétique:

1.4.1. L’ absorption

Trois voie d’ expositions au Pbsont possible pour I'homme ; I'ingestion, I’inhalation et

|e contacte cutanée.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.4.1.1. L’ absorption digestive

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

les enfants pres de 50% du plomb ingéré grace ales objets portés ala bouche (Traor e, 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
I’aciditédu pH) en effet, le Pb doit étre solubilisé pour étre absorbé (Amadur et al ., 1996),
cette absorptions effectuer par transport actif (saturable) et transport passive ( non saturable),
elle est fortement augmente par le jeune , la carence martiale en Mg* vitamines B1, Fe, les
régimes alimentaires riche en graisseet (Happiette, 2010) ,et tout besoin supplémentaire

riche en Ca'™ ( grossesse, | actation, croissance) (Chaveron, 1999).

1.4.1.2. L’ absorption respiratoire

L’ absorption pulmonaire du Pb est important pour les personnes exposées en milieu
industrielle dans I’environnement, des entreprises polluantes, mais €elle peut égaement
constituer une voie pour les personnes vivant sous les rejets aimosphérique (ORS 2007).La
détérioration de la peinture a base de pb dans les vieilles maisons et les niveaux élevés de

poussiére de maison contaminée au plomb sont les plus fréquentes sources (Pear ce 2007).

En effet, le Pbatmosphérique peut étre inhalé sous forme de vapeurs;de gaz oui
migrant directement jusqu’ aux alvéoles pulmonaire ou ils passent dans le sangou sous forme
des particulesmétallurgiques qui se dépose sur la muqueuse de différents segment de
I’ 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 cefait, lafréquence respiratoire d’ un enfant de 3 ansinhae 2fois plus d air par kilo
de poids gu'un adulte, ainsi que les enfants sont plus actifs physiquement, or I'activité
augmente les besoins en oxygene (0,) et donc la fréquence respiratoire augmente (Happiette,
2010).

Globalement on estimée qu’environ un tiers du Pb absorbé par inhaation, pouvant
atteindre 70% sous |’ effet de latempérature (Saka et al., 2011).
1.4.1.3. L’ absor ption cutanée:

Le Pb peut aussi pénétré par voie cutanée, a la faveur de Iésion de la peau et pour

certainscomposés organiques, grace a leur liposolubilité.Destests in vitro réalisé sur la peau
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humain ont permis de classer différents composées du Pb selon leur taux d absorption par
ordre décroissent : tétrabutyl de pb > naphtal éne de pb >acétate de pb > oxyde de pb (Bress et
Bidaneset, 1991).

1.4.2.2. Distribution :

1.4.2.2.1. Lestissus mous:

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

L’ absorption du plomb au niveau du foie et des reins est trois fois plus importante que par
inhalation (Barthelemy et al., 1975). Les autopsies réalisées sur des travailleurs ont révélé
une accumulation du plomb, par ordre décroissant, dans le foie > les reins > les poumons > le
cerveau (Gerhardsson et al., 1995). De plus, I".accumulation sélective du plomb notamment
dans certaines zones du cerveau (I’ .hippocampe) et des reins (cortex) a pu étre observée chez
I”.homme (Amdur et al., 1996).
1.4.2.2.2. Lesos:

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

14. Excréion:

Le plomb inhal € non absorbé est éliminé par action mucociliaire trachéo-bronchique versle
tractus gastro-intestinal puis, comme le plomb ingéré, est absorbé ou directement éiminé par
la voie urinaire (environ 80 %) (IARC, 1980). L’ éimination principale s effectue par voie
rénale (75-80 %) et en moindre proportion par la bile dans I’intestin. L’élimination par la
salive, la sueur, les cheveux, les ongles et le lait maternel est minime (moins de 8 %). La

demi-vie de la fraction rapidement échangeable située dans le sang et les tissus mous est
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d’ environ 20 jours, celle de la fraction fixée au squelette de 10 a 20 ans (Pletscher et al.,
2007). Le plomb, en raison de sa similarité avec le calcium, est excrété dans le lait (IARC,
1980).

1.4.2. Circulation et rétention :

1.4.2.1. Transport sanguin :

Apres absorption pulmonaire ou digestive, le plomb passe dans le sang ou il se
répartit dans les hématies, sous une forme non diffusible, et dans le plasma (en partie sous
forme diffusible), avant d'dler se fixer dans les tissus ou d'étre éliminé dans les urines. Le
sang est donc le « carrefour » de tous les trgjets du plomb dans I'organisme, ce qui complique
I'interprétation des taux sanguins. Le plomb sanguin représente environ 2 % du pool total de
I'organisme (K har oubi, 2010).

ABSORPTION
VOIE PULMONAIRE VoIE CUTANEE VOIE DIGESTIVE
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Figure 01: Transport sanguin du plomb et redistribution dans les tissus.

1.5.Latoxicité du plomb :

Le plomb aprés pénétration dans |’ organisme va s accumuler et provoquer une maladie qui
est éroitement liée a la charge corporelle totale de I’ organisme (Diouf, 2001), Leur toxicité
est reconnue, méme a de tres faibles concentrations et peut étre attribuée a des interactions

inappropriées avec différentes structures intracel lulaires (Roesijadi, 1994).
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1.6. Toxicitéaigué:

Elle se rencontre trés rarement aussi bien dans I’industrie qu’en milieu non professionnd,
elle peut apparditre suite & une inhalation ou a une absorption massive de poussieres ou de
fumées de plomb (INERI'S, 2003).

L’intoxication aigue au plomb donne lieu a des symptdmes qui touchent le systeme digestif
: cesophagite, gastrite entrainant des vomissements, douleurs épigastriques abdominales, mais
aussi des selles noires et une constipation chez I adulte, mais chez I’ enfant la toxicité aigue se
manifeste par une anorexie, des vomissements, uneirritabilité et des troubles du
comportement. Ces symptomes se manifestent généralement a partir d’un seuil de plombémie
del’ordre de 30 a50 mg/dl (Lauwerys, 1998 ; C.E.P.A, 1997).

1.7. Toxicitéchronique:

Le saturnisme peut se manifester de fagon extrémement différente d’ une personne al’ autre,
chague atteinte viscérale pouvant étre inaugurale (Achour et al., 2014). Plusieurs organes et
systemes sont susceptibles d'étre affectés a la suite d’'une exposition prolongée a des
concentrations significatives de plomb. Parmi ceux-ci, on retrouve le systéme nerveux, les
reins de méme gue les systémes gastro-intestinal et reproducteur (GSSE, 2003).
1.8.Effetsdans!’ organisme:

1.8.1. Effetshématologiques:

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

Le plomb inhibe trois enzymes (enzymes intervenant dans la synthése de |.héme): I’acide d
aminolévulinique deshydratase (ALA-D), la coproporphyrinogéne décarboxylase et la
ferrochéatase. 1l en résulte respectivement une accumulation d acide d-aminolévulinique
(ALA), une augmentation des coproporphyrines et une diminution de la quantité d heme
formé accompagnée d' une augmentation du taux de protoporphyrine. La protoporphyrine en
exces prend la place de I’'héme dans I’hémoglobine et fixe du zinc sur le site occupé
habituellement par le fer (Amdur et al., 1996).

Le plomb affecte aussi, par rétrocontréle négatif vial’ heme, I’ activité de I’ ALA synthétase
et la synthese de la partie globinique. En conséquence, I'excrétion urinaire d’ ALA et de
coproporphyrine est augmentée; les protoporphyrines et le coproporphyrinogene s accumulent

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

1.8.2. Effetsdigestifs:

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

1.8.3. Effetssur le Systeme nerveux :

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

Il existe par allleurs une neuropathie sensitivomotrice dont la forme classique est
laparaysie pseudoradiale. Cette forme devient rare, les neuropathies qui peuvent toucher les
guatre membres sont souvent infracliniques et mises en évidence par ladiminution des
vitesses de conduction nerveuse. Les neuropathies cliniques apparaissent pour des
plombémies supérieures a 60 png/100 ml alors que, I’on observe une altération des vitesses de

conduction des 40 ug/100 ml (INRS, 2006).

1.8.4. Effetssur le systéme cardio-vasculaire:

L’exposition au plomb a été associée a une variété d effets néfastes sur le systéme
cardiovasculaire. La relation dose-réponse la plus étudiée est | effet de I’ exposition au plomb
sur la pression artérielle, et 1a plus fréquemment rapportée sur la pression artérielle systolique.
Une augmentation de la plombémie (CSAFSCA, 2011).

A des taux dépassant 300 pg/L (INERIS, 2003) et des concentrations en plomb dans le

tibia sont associés a une augmentation de la pression artérielle systolique (CSAFSCA, 2011).
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Ces résultats sont cependant largement contredits par de nombreuses études qui ne montrent
aucune augmentation du nombre de sujets hypertendus parmi les salariés manipulant des

composes inorganiques du plomb (INERI'S, 2003).

1.8.5. Effetssur lareproduction :

Le plomb peut affecter lafertilité chez I’homme par oligospermie, mais son effet tératogene
N’ est pas démontré chez |’ espéce humaine.

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

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

1.8.6. Effetssur lesos:

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

Donc, le plomb pourrait augmenter la demineralisation osseuse en inhibant |’ activation de
la vitamine D, diminuant la fixation du calcium et egalement en interferant avec la regulation
hormonal e du metabolisme osseux (Silbergeld, 1991).

1.8.7. Effetrénal:

Le plomb provoque une néphropathie tubulaire interstitielle, touchant le tube rénal
proximal mais auss le glomérule. Cette atération est d'abord réversible puis passe a
lachronicité (INRS, 2006).

Elle se traduit par une proténurie faible ou nulle, mais surtout une glycosurie, une amino-
acidurie et des perturbations des transports ioniques. La néphropathie chronique est souvent
tardive et survient chez des sujets dont la plombémie est supériecure a 60 pg/100 ml (INRS,
2006).

Certaines ¢études mettent en évidence une atteinte rénale précoce, dés 30 pg/100 ml,
gui peut étre révélée par une enzymurie (N-acétylglucosaminidase) et I’émission de protéines
de bas poids moléculaire (32-microglobuline et RBP) (INRS, 2006).

10
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1.8.10. Effet Cancérogene:

A forte dose, le plomb induit des tumeurs rénales chez lerat. Une méta-analyse récente des
études épidémiologiques publiées a montré des exces discrets mais significatifs des cancers
gastriques, broncho-pulmonaires et des voies urinaires chez les travailleurs exposes au plomb
; toutefois, les facteurs de confusion éventuels (tabagisme, co-expositions...) n'étaient
géné&alement pas pris en compte dans les études analysées. En raison des données
expérimentales, le Centre International de Recherche sur le Cancer a classé le plomb dans le
groupe 2B des substances possiblement cancérogenes pour |’ espece humaine (Fréaville et
al., 2000).

2.LeManganeése:

1. Généralités:

Le manganése (Mn) est un éément essentiel existant sous plusieurs formes chimiques et
physiques sur la croute terrestre, dans |I’atmosphére et dans I’eau ; Le Mn est un métal de
transition gris-blanc qui ressemble au fer. C'est un métal dur et fragile, il fond sans difficulté,
mais il est facilement oxydé. Il n'est ferromagnétique qu'apres un traitement spécifique. Le
métal et ses ions les plus communs sont paramagnétiques (Mahan, 1987). Onze états
d’ oxydation du Mn allant de -3 a +7 sont connus, mais on le retrouve sous la forme Mn+2,
Mn* et Mn** chez les humains et les animaux, par ailleurs le Mn +2 est souvent en
compeétition avec le Mg+2 dans les systemes biol ogiques.

Le Mn joue un role fondamental comme cofacteur pour de nombreuses enzymes comme
décarboxylase, hydrolase et kinase (Aschner et al., 2007) ains dans la synthese et le
métabolisme des neurotransmetteurs (Golub et al., 2005). Il est aussi impliqué dans le
métabolisme des lipides, proténes et carbohydrates (Erikson et al., 2005).

Cependant le Manganése malgré son importance pour |’organisme est connu pour sa
neurotoxicité depuis au moins 150 ans (AT SDR, 2000) causant des dégéts irréversibles sur le
systeme nerveux central (SNC) et entraine entre autres une asthénie, irritabilité, instabilité
émotionnelle ainsi gu’ un déreglement du cycle circadien (Verhoeven et al., 2011).

2. Lessourcesd’ exposition :

Les principales activités industrielles susceptibles de provoquer une exposition des
travailleurs au manganése sont énumérées ci-apres :

- L’extraction des minerais de manganese (mines a ciel ouvert ou souterraines), leur
concassage et leur transport (Huan et al., 1989 ; Ono et al., 2002 ; Myers et al., 2003 ;
Bowler et al., 2006 ; Jiang et al., 2006).

11
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- L’industrie métallurgique, qui utilise le minerai de manganese pour produire différents
alliages et le manganése métal. Le Mn est aussi utilisé comme agent réducteur et désulfurant
lors de la production de I’ acier. le minerai entre aussi dans la composition de certains alliages
non ferreux (cuivre-manganese, bronze-manganese, auminium-manganése, hickel-
manganese) utilisés dans des machines nécessitant une forte résistance meécanique et dans
I"industrie électrique (Srivastava et al., 1991; Mergler et al.,1994; Bader et al., 1999; Bast-
Pettersen et al., 2004; Racette et al. 2001,2005; Bowler et al., 2007; Monteset al., 2008 ).

- Certaines opérations de soudage necessitant |I'emploi d éectrodes dont |'enrobage ou
I’alliage constitutif contient du manganese.

- L’industrie chimique ou le Mn est utilise comme catalyseur dans diverses réactions
chimiques. Les permanganates sont de puissants agents oxydants.

- La production de détonnant pour carburant (K aiser, 2003; Bolte et al., 2004 ; Chin-
Chang, 2007).

- Le permanganate de potassium est un puissant agent oxydant utilisé pour la
purification de |’ eau de boisson (Chin-Chang , 2007).

3. Latoxico cinétique du manganese :

3.1.Absorption :

3.1.1. Absorption digestive::

L’ absorption du manganése s effectue essentiellement par inhalation et ingestion. Les dérivés
organiques du manganése peuvent aussi étre absorbés par voie cutanée. On estime que moins
de 5 % du manganese ingére est absorbé.

L’ absorption digestive pourrait étre stimulée en cas de déficience en fer (Finley, 1999; Davis
et al., 1992). Comme le manganése est principalement excrété par voie biliaire, il pourrait
exister un cycle entérohépatique du manganese. Les particules éliminées par le mouvement
mucociliaire peuvent secondairement étre ingérées et ains participer a |’ absorption gastro-
intestindle. On estime que les particules qui se sont déposées au niveau des avéoles
pulmonaires sont quasi completement sol ubilisées et absorbées (L eong et al., 2003a, 2003b).
3.1.2. Absorption pulmonaire:

Selon la granulométrie des particules en suspension dans |'air, le manganése se dépose au
niveau des voies respiratoires ou du compartiment aveéolaire. Une éude expérimentale
suggeére gque le manganése présent dans les fosses nasales peut, via les neurones olfactifs, étre
transporté par voie rétrograde dans le systéme nerveux central (Banc et al, 2001; Nor mandin
et al, 2002).

3.2.Distribution :

12
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Dans le plasma, le manganese est principalement fixé a la transferrine. Le manganese se
distribue dans tous les tissus de I’organisme. Les concentrations les plus élevées sont
normalement décelées dans le foie, le rein et les glandes endocrines (Keefer et al.,1970;
Scheuhammer and Cherian, 1985; Aschner and Aschner,1990).

Le manganese peut traverser les barrieres hémato-encéphaliques et placentaires. A des fortes
doses, Il peut s accumuler dansle cerveau (Walaas et Fonnum, 1979; Nagy et al., 1978).

Le transfert de I'ion Mn2+ du sang dans le cerveau s effectuerait par un mécanisme de
diffusion facilitée (Rabin et al., 1993) ou de transport actif (Murphy et al., 1991; Aschner
and Gannon, 1994). La localisation préférentielle du manganese dans les noyaux gris de la
base du cerveau est sans doute en partie responsable des manifestations toxiques dues a
I’ exposition prolongée excessive (He et al., 2006).

3.3. Excrétion :

Le manganése est principalement éiminé par voie fécale suite a sa sécrétion biliaire. La
guantité normalement éiminée par les urines, la sueur et les phaneres est trés faible par
rapport al’ excrétion fécale. Chez les sujets non professionnellement exposés, |a concentration
urinaire du manganese dépasse rarement 2 pg/g de créatinine. La clairance du manganése de
I’organisme peut étre decrite par une courbe qui constitue la somme d’'au moins deux
fonctions exponentielles avec des demi-vies de 4 et 40 jours. Le métabolisme du manganése
est rigoureusement contrélé par des mécanismes d’ homéostasie qui S exercent principal ement
sur I’ absorption gastro-intestinale et I’ excrétion (Lauwerys et al., 2001).

4. Lestockagedanslestissus:

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

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

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

13
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5. Toxicité du manganése:

5.1. Toxicitéaigue:

L’inhalation de fumées d’ oxyde de manganése peut, comme celle des oxydes de la plupart des
métaux, engendrer un syndrome pseudogrippal similaire a celui de la fievre des fondeurs
(fievre, frissons, transpiration, nausée, toux) survenant 2al2heures apres le début de
I’exposition et durant environ 24 heures lorsque I'exposition a été modérée. En cas
d’ exposition intense (probablement plusieurs mg/m3) aux fumées ou aux poussieres de divers
sels de manganese, peut survenir une pneumonie chimigue sévere. Elle se caractérise par de la
fievre, de la toux, de la cyanose, de la dyspnée, une expectoration visqueuse et les signes
cliniques et radiol ogiques habituels de la pneumonie (Lauwerys et al., 2001).

L’intoxication aigué par voie orale est exceptionnelle et résulte de I’ingestion accidentelle ou
volontaire d'un sel de manganese (par exemple des comprimés de permanganate de
potassium). Cette derniere substance est un agent oxydant puissant produisant une brQlure
massive des voies digestives, un ccdeme des voies respiratoires supérieures et un collapsus
circulatoire. Une nécrose hépatique et rénale peut aussi survenir . Signalons que chez I’ animal
la dose |étale 50 de divers composés solubles du manganese est comprise entre 400 et 830 mg
Mn/kg (Lauweryset al., 2001).

5.2.Toxicitéchronique:

En milieu professionnel, I’intoxication chronique par le manganeése résulte essentiellement de
I"inhalation de poussieres de différents composés du métal. Bien qu'il existe sans doute des
différences dans la réactivité biologique des composes inorganiques du manganese, on ne
dispose pas actuellement d’'information suffisante pour prendre en compte ce facteur. On
considére donc que tous les composés inorganiques du manganése sont susceptibles
d’ engendrer les effets décrits ci-dessous. Le principa organe cible du manganése est le
systeme nerveux central, en particulier le systéme extrapyramidal (principalement le noyau
caudé, le globus palidus et le putamen). Le poumon peut également étre 1ésé en cas
d' exposition chronique au manganese (L auweryset al., 2001).

6. Effetsdu manganése dans!’organisme:

6.1.Effets neuropathologiques:

Le systéme nerveux central constitue |’organe susceptible d’étre en premier lieu
affecté en cas d'exposition chronique excessive au manganése. Généralement, ce sont les
mineurs qui présentent les symptdmes neurologiques les plus séveres. Le stade avancé de la
maladie se manifeste par |'apparition de symptébmes neurocomportementaux et de signes
neurologiques, caractérisees par une dégenérescence des ganglions de la base et plus

particuliérement du globus pallidus. Ce désordre neurologique est tres proche de lamaladie
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de Parkinson et est appelé le Parkinson manganique (Sriram et al., 2012). Par conséquent,
dans certain cas la diminution des niveaux de manganése dans le cerveau pourraient affecter
le métabolisme énergétique, le pyruvate carboxylase, une enzyme astrocytaire, est une
meétalloprotéine de manganese et son activité implique la présence de cet éément (Takeda,
2003).

6.2.Effets sur les neurotransmetteurs:

Bien gue de nombreux acides aminés jouent un réle dans la neurotransmission, le glutamate
(Glu), laglycine (Gly), et g-amino-butyrique (GABA) sont parmi les plus répandue et mieux
compris. Glu, le neurotransmetteur excitateur majeur, et Gly et le GABA, les principaux
neurotransmetteurs inhibiteurs. Dans le systéme nerveux central, sont connues pour étre
éroitement régulée. Une exposition prolongée au manganese, peut conduire a une
dérégulation de ces produits neurochimiques (Aschner et al., 2005).

6.3.Effets sur le métabolisme éner gétique mitochondrial :

L’ion Mn2+ anaogue du calcium, peut se substituer a celui-ci dans les cellules, en
particulier au niveau du systéme nerveux central  (Gillet et al., 2010). En effet, I'entrée du
manganese dans les mitochondries se ferait par le systéme de transport uniport du calcium. A
I“intérieur de la mitochondrie, le manganése inhiberait la sortie du calcium par le systeme de
transport Na+-dépendant, qui est le principal mécanisme de sortie du calcium au niveau des
mitochondries cérébrales. Ainsi, les concentrations de manganése e de cacium
augmenteraient dans la mitochondrie. L'augmentation de la concentration en manganése
aurait un effet direct sur la fonction mitochondriale, en perturbant la phosphorylation
oxydative (par fixation du manganése sur la F1ATPase, protéine responsable de la synthése
dATP) (Gunter et al., 2006).
6.4.Effets sur le systemerespiratoire:

Les poumons sont aussi considérés comme I’ un des organes ciblés par une exposition
chronique au manganese. L’inhalation de particules de Mn peut conduire a une réponse
inflammatoire au niveau du poumon. Cette situation est caractérisée par une infiltration de
macrophages et de leucocytes qui phagocytent les particules déposées. Les dommages au
tissu pulmonaire ne sont normalement pas importants mais peuvent inclure des zones
d’ cedeme. Les symptdmes et les signes d'irritation pulmonaire peuvent inclure une toux, une
bronchite, une pneumopathie et des réductions mineures des fonctions pulmonaires. Dans
certains cas, une pneumonie chimique peut étre observée chez les travailleurs exposés au
Mn, les usines fabriquant du ferromanganése et du permanganate de potassium. Elle se
caractérise par de la fievre, de la toux, une expectoration souvent tres visqueuse, et les

signes cliniques et radiol ogiques habituels de la pneumonie (Rémillard, 2009).
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6.5.Effets Tératogenese :

Des études sur I'animal  ont démontré gue le chlorure de manganése était tératogene chez
(souris, rat, lapin et hamster) (L ouvain, 1999).

6.6.Effets Mutagenése:

Des effets mutagenes ont pu étre mis en évidence in vitro sur bactéries, levures et
cultures de cellules de mammiféres. Selon (Kazantzis, 1981) L’ion Mn2+ diminue lafidélité
de lasynthese de I’ acide désoxyribonucléique (ADN) in vitro.
6.7.Effets hématologique:

Différentes atérations des parametres hématologiques ont pu étre observées
expérimentalement chez I'animal. Ainsi, chez la souris, ont observé une diminution du
nombre de globules rouges et de globules blancs et une diminution du taux d'hématocrite.
Chez le rat, des injections quotidiennes de chlorure de manganése par voie intrapéritonéale
ont conduit & une anémie microcytaire hypo-chromique. Enfin, chez I'agneau, |I'exposition
ades concentrations excessives de manganese alimentaire diminuerait la formation de
Hémoglobine (Carter et al, 1980; Pascale, 2001).
6.8.Effet Cardiovasculaire:

L'inhalation chronique de manganese serait également responsable de troubles
cardiovasculaires et de I'hypotension dans les cohortes professionnelles. M ordukhovich et
al., 2012 ont ainsi observé une pression sanguine moyenne plus éevée chez des ouvriers du
secteur du ferromanganese.

6.9.Effet sur lafonction dereproduction :

Un dysfonctionnement sexuel, une impuissance et une hyposexualitéont ont été observés
chez des travailleurs exposés au bioxyde de manganése (0,145 mg Mn.m3) (JIANG et al.,
1996). Ainsi qu’une altération de la fertilité, mesurée en termes de diminution du nombre
d’ enfants par couples mariés, chez des travailleurs exposes aux poussieres de manganese. C es
données suggerent que |’ altération des fonctions sexuelles chez I'homme pourrait étre I’une
des manifestations cliniques précoces du manganisme (Colzel, 2008). De plus, I'action
neurologique centrale du manganese entraine une perturbation de certains mécanismes

neuroendocriniens, influant ainsi sur lafonction de reproduction (Lauwerys et al., 2001).
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3. LesHuiles Essentielles:
3.1. Définition :

Les huiles essentielles sont : «Des produits de composition généralement assez
complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins

modifiés au cours de la préparation» (Bruneton, 1999 ; Cavalli, 2002 ; Bardeau, 2009).

Selon lanorme AFNOR NF T 75-006 (octobrel987), I" huile essentielle est définie comme:
«Produit obtenu a partir d'une matiere premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur
(Lucches et al., 2004), soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit
par distillation asec» (Bruneton, 1993).

3.2. Répartition:

Les huiles essentielles peuvent étre produites par différentes parties de la plante a
fleurs (pétales de rose), écorces de fruits (citron, bergamote, orange), graines (anis), feuilles
(eucalyptus), baies (genévrier), boutons floraux (clou de girofle), fruits (persil), bois (santal,
écorce de quinquind). Racine (Vé&tiver) ; bulbe (Ail) ; rhizome (Gingembre) ; Tige (Petits
grains) ; écorce (Cannelle) ; bourgeon (Pin) ; seve (Encens, Myrrhe) ; fruit (Orange) (Pibiri,
2005).

3.3. Genésedel’huile essentielle au sein dela cellule végétale :

La photosynthése est considérée comme le point de départ primordia de tous les
processus métaboliques végétaux. De ce fait, la chlorophylle capte au niveau du systeme
foliaire, les photons provenant du rayonnement solaire. Cette énergie solaire permet de scinder
les molécules d’ eau, indispensables alavie et au développement du végéta, en hydrogéne et
oxygene. L’'oxygene est rgeté en grande partie, ou utilisé dans d autres réactions
meétaboliques. L’ hydrogéne se combine au gaz carbonique absorbé par 1a plante pour former
différents sucres. A partir de celles-ci, le métabolisme cellulaire élabore, par divers processus
et réactions d’ oxydoréductions, des structures moléculaires complexes et variables selon les
caractéristiques génétiques propres a |’ espéce végétale. Les plantes aromatiques éaborent
des composés selon plusieurs voies de biosynthese (Gayda, 2013), ces composés sont des
mol écules volatiles appartenant pour la grande majorité alafamille des terpénes (Averbeck et

al., 2008). Seuls les terpénes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n'est
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pas trop élevée, y sont rencontrés soit, les monotérpénes  (myrceéne, a-pinéne, y-terpineéne,

sabinene, etc.) et les sesguiterpenes (f3-caryophylléne, a humuléne, f3-bisaboléne, etc.). Ces
substances sont dotées de certaines activités résumées dans e tableau 02.

Tableau 02: Activités biologiques de certains composés terpéniques (M ebarki, 2010).

Familles Exemples Propriétés
Hydrocarbure . oo Fongi stati que Bacteriostatique
: . Limonene (carvi, pin), g
aliphatique ( pin) Insecticide
M onoter penes a et B-pinene (sapin) Nematicide
Antimutagenique
Herbicide
Stimulation générale
Sesquiter pénes Bisaboléme, Camants
apha-humuleme, Anti-inflammatoire
bita-caryophylléne _ Anti-allergique
(pin) Antibactériens et antifongique
Antioxydant
Phénols Thymol (thym), Stimulantes
. Toniques
carvacrol (origan), Antiseptiques
eugénol (clou de girofle) Bactéricides
Fongicides
Anti-virale
Antiparasitaires
[rritantes
Alcool . . Anti-inflammatoire
Linaol (boisde rose) Antiseptiques
M onoter peniques . Bactéricides
geraniol (palmarosa), Fongicides
menthol (menthe poivrée), Anti-virale
Anti-allergique
citrnellol (citronelle) Immunostimulants
Neurotoniques
Alcool . . Toniques et stimulants
Bisabolol (matricaire), généraux
Sesquiterpéniques Viridiflorol (niaouli) Décongentionnants veineux et
' Lymphatiques
Cadrol (cypreés)
Aldehydesterpénique Citral (mélisse citronnée), Antifongique
citronella (citronelle, Sporicidas
eucal yptus citronne) Insecticide
géraniale (verveine citronnée) Antihypertensifs
Anti-inflammatoire
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Cétones Carvone (carvi), Camantes
menthone (menthe poivree), Antiviraes
Antifongiques
camphre (romarin), Neurotoxiques
Anti-épileptiques
thuyone (sauge) Dépresseurs a dose élevées

3.4. Méthodes d’ extraction des huiles essentielles :

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles. Les principales
sont basées sur I'entrainement a la vapeur, I'expression, la solubilité et la volatilité. Le
choix de la méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiere
végétale atraiter, des caractéristiques physico-chimiques de |'essence a extraire, de |'usage
de I'extrait et I'arbme du départ au cours de I'extraction (Samate, 2001). Selon Piochon
(2008), il existe trois différents procédés utilisant le principe de la digtillation :
I" hydrodistillation, I hydrodiffusion et I’ entrainement ala vapeur d’ eau.

3.4 .1. Hydrodistillation :

Il s'agit de la méthode la plus simple et, de ce fait la plus anciennement utilisée. La
matiere végétale est immergée directement dans un alambic rempli d eau, placé sur une
source de chaleur, e tout est ensuite porté al’ ébullition. Les vapeurs sont condensées dans
un refrigérant et I'H.E se sépare de I’hydrolysat par simple différence de densité. L'H.E
éant plus légére que I'eau, dle surnage au dessus de I'hydrolysat . Cependant,
I"hydrodistillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant

engendre la dégradation de certaines mol écules aromatiques (L ucchesi, 2005).

Figure 02: Schéma du principe de latechnique d’ hydrodistillation (L ucchesi, 2005)
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3.4 .2. Extraction par entrainement ala vapeur d’eau :

L’ entrainement & la vapeur d eau est I’ une des méthodes officielles pour I’ obtention des
huiles essentielles des plantes aromatiques. A la différence de I’hydrodistillation, cette
technique ne met pas en contact direct |’ eau et la matiére végétale a traiter (Lagunez Rivera,

2006).

10}
11

12

Figure 03: Le montage de I'entrainement ala vapeur d'eau (Hameurlaine, 2009).

1- Le Flacon Erlenmeyer 7- I'entre de I'eau

2- l'eau 8- réfrigérant

3- chauffe-ballon 9- le support de réfrigérant
4- laplante 10- I'huile essentielle

5- le support de Le Flacon Erlenmeyer 11- I'eau aromatique

6- lasortir del'eau 12- I'ampoule a décanter.

2. Séparation des molécules

1. Chauffage de Ila
et de la matrice

maitrice : destruction des
parois

\ / Libération des

molécules aromatigques
-~
/ -

7- Figure 04: Les étapes de |’ extraction des huiles essentielles (Hameurlaine, 2009).
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3.4.3. Extraction assistée par micro-ondes:

L’ extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine
I’utilisation des micro-ondes et d autres méthodes traditionnelles. Dans ce procédé, la
matiere végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laguelle la
pression est réduite de maniere séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la
vapeur d’eau formeée a partir de I’eau propre a la plante. 1ls sont ensuite récupérés a |’ aide
des procédés classiques condensation, refroidissement, et décantation. Des études
démontrent que cette technique possede plusieurs avantages tels que le gain de temps
d’extraction, utilisation de petites quantités de solvant, et un rendement d’ extraction éevé
(Lucchesi, 2004 ; Hemwimon et al., 2007 )

3.4 .4. Extraction par les solvants et lesgraisses:

Il sagit d’extrait de plantes obtenu au moyen de solvants non aqueux (hexane, éther de
pétrole etc.), mais aussi de graisses, des huiles (absorption des composés volatils lipophiles
par les corps gras). Ces solvants ont un pouvoir d’ extraction plus éevé quel’ eau, si bien que
les extraits ne contiennent pas uniquement des composes volatils mais également un bon
nombre de composés non voldtils tels que des cires, des pigments, des acides gras. Un
lavage al’ éthanol permet |’ dlimination de ces composés non désirables. Apres distillation de
I’alcool, le produit obtenu est appelé « absolu », et sa composition se rapproche de celle
d’une H.E. L’extraction a |’ aide de solvants organiques pose de probléme de toxicité et de

solvants résiduels (Hernandez Ochoa, 2005).

3.4 5. Extraction par fluides supercritique:

Extraction par fluides supercritiques a pris ces dernieres années, beaucoup d essor
concernant |’ extraction des extraits végétaux. Le principal avantage de cette technique est celui
de combiner les caractéristiques des gaz et des liquides pendant le processus d’extraction
(figure: 4). En outre tous les processus de dégradation possibles tels que I'oxydation ou
isomérisation sont réduits au minimum du fait que le temps d’ extraction y’ est réduit. Toutefois,
cette technique d’ extraction présente un inconvénient la basse polarité du dioxyde de carbone

supercritique qui le solvant d extraction le plus employé. Au-dela du point critique (P= 73,8
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bars, T°= 31,1°C), le COz2 posseéde les propriétés intermédiaires entre celles des liquides et

celles des gaz, ce qui lui confére un bon pouvoir d’ extraction (Piochon, 2008).

3.4 .6. Expression afroid :

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

3. 5. Isolement des principes actifs et leur détermination de structure:

Une plante étant formeée de plusieurs milliers de constituants différents, I’ obtention
d’ une substance active pure est une opération difficile et de longue durée. Elle débutera par
la préparation d’ extraits a partir de matériel végétal correctement identifié, suivie par des
tests biologiques divers effectués sur les extraits en question. L’extrait exhibant une
importante activité sera fractionné au moyen de différentes techniques de chromatographie
préparative (chromatographie sur colonne, chromatographie de partage, etc...). Les fractions
issues de cette premiere séparation, contenant encore chacune de nombreuses substances,
seront soumises aux tests biologiques afin de localiser I'activité. Les fractions actives
seront, a leurs tours, encore soumises a des procédés chromatographiques jusqu’a
I’obtention d’un constituant pur. Tout ce processus est trés laborieux et peut durer de
guelques semaines a quelque mois. Il arrive parfois aussi qu'une activité décelée dans
I’ extrait végétal brut de départ se perde au cours des nombreuses étapes de purification (par
ex. modification du principe actif lors des séparations chromatographiques) (Benhamza,
2008).

3. 6. Toxicitédeshuiles essentidles:

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez ma connue; on manque aussi
des données sur leurs éventuelles propriétés mutagénes, tératogénes ou cancérogenes
(Bruneton, 1993). La plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des données
expérimentales accumulées en vue d’ évaluer le risque que représente leur emploi. 1l existe
guelques H.E dont certains composés sont capables d’'induire la formation de cancer, c'est le
cas par exemple de dérivés d'alybenzene ou de propenylbenzéne comme le safrole,

I’estragole, la B-arasone, et le methyl-eugénol (Guba, 2001).
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4. Leclou degirofle:

4.1. Présentation du Giroflier :

Nom L atin : Eugenia caryophyllus ou Syzygium aromaticum

Figure 05 : Partie aérienne du giroflier, clou de girofle épanouli, clous séchés.

Tableau 03: Classification botanique giroflier (Gloanec et al.,2010).

Regne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Embranchement Magnoliophyta (= Phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (= Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (= Dicotylédones)
Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Syzigium

Espéce S aromaticum (L) Merr. & Perry

4.2. Originedu giroflier :

Son origine se situe dans la partie Sud des Philippines et des Tles Moluques.
Aujourd’hui, cet arbre est cultivé a basse altitude dans de nombreux pays tropicaux ou il
est maintenu a |’ état arbustif pour faciliter la récolte. La drogue provient de Madagascar,
d’ Indonésie, de Malaisie, d'lles d'Afrique de I'Est (Zanzibar, Pemba), de Ceylan et
d’ Amérique du Sud. Syzygium aromaticum requiert les expositions suivantes : mi-ombre,
lumiére, soleil. Cet arbre pousse dans des terres profondes, fraiches, riches mais bien

drainées, généralement situées sur les versants humides a I’est des iles expo-sées aux
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alizés. Peu de sensihilité aux attaques et maadies, peut-étre grace a ses propriétés
aromatiques et antiseptiques. (Kozam, 1977; Ohkubo et Shibata, 1997).

4.3. Description :

Arbre afeuilles persistantes de 12 a 15 m de haut. Fructification a partir de la 6ieme
année, pleine production a 15-20 ans qui dure jusqu’a 75 ans environ. L’ arbre est étété a
une hauteur de 4 a5 m pour faciliter la récolte. (Kozam, 1977; Ohkubo et Shibata,
1997).

4.4. Composants principaux del’huile essentielle du clou de girofle:

L'huile essentielle de S.aromaticum est composé de beaucoup de composeés différents,
avec les ingrédients primaires qui sont : eugenol (49-87 %), B-caryophyllene (4 — 21 %) et
l'acétate d'eugényle (0.5-21 %). D’infimes quantités de o-humuléne sont également
présentes, ainsi que des traces (< 1 %) de 25 a 35 autres constituants. Le tableau 04 résume
les principaux constituants chimiques (Baseri et al., 2008).

Tableau 04: Composition chimique d huile essentielle de clou de girofle
(Crouzet et Richard, 2009).

Composés (%) M adagascar Indonésie
Eugénol 775 79.87
p-caryophyllée 4.6 6.91
o-humulene 0.50 0.83
Acétate d’eugénol 16.01 9.56
Oxyde caryophyllée 0.22 0.19
a-copaene 0.05 0.21
Méthyle d’ eugénol 0.02 0.06
I so-eugeénal 0.04 0.08
Chavicol 0.13 0.15
M éthyle de salicylate 0.15 0.10

4.5. Propriétés et utilisation
4.5.1. Activité antibactérienne:

Singh et al., ont étudié I'effet d'eugénol sur la croissance des bactéries Gram-positives

(Bacillus cereus ; B. subtilis ; Staphylococcus aureus) et Gram négatif (Escherichia coli ;
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Salmonella typhi ; Les bactéries Pseudomonas aeruginosa) utilisant |'agar bien la méthode de

diffusion. A 1 000 ppm, eugénol inhibe |a croissance de toutes ces bactéries.

4.5.2. Activité Antifongique:

I"huile essentielle de clou de girofle possede une puissante activité
antifongique contre les pathogénes fongiques opportunistes, comme le Candida
albicans, le Cryptococcus neoformans ou [I’Aspergillus fumigatus. Elle a éé
particulierement efficace sur un modéle expérimental de vaginite murine sur un modéle
animal (Zhiri, 2006 ; P. Goetz et al.,2012).

45.3. Activité antivirale:

L’ huile essentielle de Saromaticum a un effet inhibiteur sur : Herpes simplex virus,
elle exerce aussi des effets sur les virus a plusieurs niveaux : sur la fusion des cellules
viraes, anti-HCV protéase dans le traitement de | hépatite virale , Inhibition de la synthése
del’ ADN vird (P. Goetz et al.,2012)

45.4. Anti inflammatoire:

Cette huile essentielle provoque une réduction de I’inflammation (induite par
injection de carragénine au niveau de la patte du rat), Inhibition des prostaglandines,
leucotrienes, du chimiotactisme des leucocytes ains une Inhibition de la synthése des
radicaux libres par les leucocytes (Muruganadan et al. 2001 ; P. Goetz et al.,2012)

4.5.6. Anti canceérigenes:

I"'Huile Essentielle de clous de girofle a é&é étudiée comme un agent potentiel
antilcancérigéne (Zheng et al., 1992).

45.7. Soin buccal :

I'HE de clou de girofle élimines les sarcomes épidermoides gingivomaxillaires, les
métastases intralmaxillaires, les sarcomes, les tumeurs bénignes et les ostéites des
maxillaires (Morin et al., 1983).

4.5.8. Propriétés anesthésiante et cautérisante pulpaire:

Le clou de girofle est utilisé beaucoup en médecine dentaire pour sa propriété
d’ anesthésique local (Kozam, 1977) et pour ses propriétés anal gésiques (Pauli, 2001).
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4.5.9. Autres propriétés pharmacologiques:

L’eugénol présente également des effets inhibiteurs sur la biosynthése de la
thromboxane (Laekeman et al., 1990) et d autres propriétés de neuroprotection (Wie et al.,
1997), des effets antilischémiques (Atsusane, 1991), antilhistaminiques (Nishijima et al.,
1998) et anti Llanaphylactiques (Jadhav et al., 2004).

4.6. Moded’action del’eugénal :

Le mécanisme d'action de I’eugénol qui présente la proportion mgjoritaire de
I"huile de clou de girofle (95%) n'est pas encore tout a fait éucidé. Il agirait sur
plusieurs récepteurs, dont les récepteurs GABA (acidelgammalaminolbutyrique), les
récepteurs NMDA (N1Méthyl1D1Aspartic acid), les canaux a Nat+ et les récepteurs
TRPV1 (Transient Potential Receptor Vanilloid type 1) (Ohkubo et Kitamura, 1997).

De plus il est métabolisé par les reins et/ou le foie et les métabolites retrouves dans
I”urine sont des sulfates et des glucuronides (Davies et Morris, 1993 et Guénette et al,
2006). L’ eugénol présente une demilvie de 7,05 min dans le plasma et 12,6 min dans le
sang apres une injection unigque par voie intraveineuse ala dose de 20mg/kg et une demi
vie de 14h dans le plasma et 18h dans le sang suite a une administration orale a la dose
de 40 mg/kg (Guénette et al, 2006, 2007).

4.6.1. Action del’eugénol sur lesrécepteursau GABA :

L’ eugénol pourrait moduler les voies de la douleur en se liant aux récepteurs GABA et
en augmentant I’ affinité du GABA pour son récepteur (Aoshima et Hamamoto, 1999).
I’eugénol potentiaiserait la réponse du récepteur GABA induisant un effet sedatif,
mécanisme qui pourrait expliquer son effet anesthésique (Aoshima et Hamamoto,
1999).

4.6.2. Action del’eugénol sur lesrécepteursNMDA :

I’ effet neuroprotecteur de |’ eugénol visla vis de la neurotoxicité induite par le glutamate.
L’eugénol modulerait I'action du récepteur NMDA en bloquant partiellement |’ entrée
massive de calcium al’intérieur du neurone provoquée par le glutamate (Wie et al., 1997).

4.6.3. Action del’eugénol sur les canaux a sodium :

I”eugénol inhibe les courants au niveau des neurones par interaction avec les canaux a
sodium inactivés, en ralentissant beaucoup leur passage a une forme activée. Ces canaux
sont essentiels dans I'initiation et la propagation de potentiels d’ action cette inhibition de
courants Nat+ dans les neurones sensoriels pourrait donc étre un mécanisme important
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provoquant I’ analgésie et diminuant ainsi I’ excitabilité neuronale (Akopian et al, 1996 et Lee
et al, 2005 et Cho et al, 2008).

4.6.4. Action del’eugénol sur leTRPV1:

L’ action analgésique de I’ eugénol résulterait alors du blocage réversible des récepteurs TRPV 1
(Ohkubo et Shibata, 1997).
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MATERIEL ET METHODES

l. Obj ectif:

Notre étude a pour but en premier lieu d’ évaluer |’ effet d’ une intoxication au
Pb et Mn durant la période de gestation et lactation sur ensuite estimer le pouvoir
anaphylactique de I'HE de clou de girofle (Syzygium aromaticum) vis-avis les
changements hématol ogi ques.

[I. Préparation deI’huile essentielle de plante et identification de ses principes
actifs:

[1.1. Lematériel végétal :

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum) a été obtenu a partir d’un magasin
d épices au niveau de la wilaya de Saida. Le matériedl végétal a été pulvérisé en
utilisant un broyeur éectrique domestique.

Figure 06 : Procédure de mise en broyage : (A) clou de girofle. (B) le broyat.
[1.2. Extraction desHE par hydrodistillation:

L'obtention des huiles essentidlles a été faite par la technique
d hydrodistillation (Figure 07) qui repose sur l'utilisation d'une quantité de 50g
du broyat de clou de girofle avec 200 ml d'eau distillée dans un ballon de 1L relié a
un réfrigérant. Le mélange a été porté a ébullition durant trois 03 heures (Boubrit,
2007). Le distillat volatil recueilli par la suite contient deux phases ; I'une est
organique (HE) et I’autre est aqueuse (eau aromatique ou hydrolat aromatique, qui
contient une quantité non négligeable d huile sous forme de fines gouttelettes
dispersées). Ces dernieres vont étre separées par décantation (Figure 08).
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Figure 07: Montage de I’ hydrodistillation  Figure 08: Ampoule a décanter
[1.2. 1.Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre |la masse
d huile essentielle obtenue et la masse du matériel végeétal utilise (Bssaibis et al.,
2009).

R (%) =M x 100/ Mg

» R (%) : Rendement en huile essentielle de matiere seche.
» M : Quantité d’ huile récupérée exprimee en g.
» My : Quantité de la matiere seche utilisée pour I’ extraction exprimée en g.

[1.2. 2.Dé&ermination de la composition chimique del’ huile essentielle par
CPG/SM :

L’analyse qualitative et quantitative de I'huile essentielle de Syzygium
aromaticum a éé réaisée, au laboratoire d’'analyse de la quaité d’'Oran, par
chromatographie en phase gazeuse type VARIAN CHROMPACK - CP 3900 par
injection de 0,2 ul d’ extrait. Le gaz vecteur utilisé est I’hélium (He) d’un débit de 0,3

mi/min. La colonne utilisée est une colonne capillaire de type VF5(nature phase
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stationnaire @ 5%  phényl-polysinoxane et 95% de méthyle), de 30 m de
longueur et de 0,25 mm de diametre intérieur. L’épaisseur de la phase
stationnaire est de 0,25 um; la programmation de la température de la colonne initiale
d’injection est de 70°C pendant 2,50 min, puis s éléve par palier de 15°C/min a 255°C
pendant 20 min ; le déecteur utilise pour cette analyse est de type
spectrométrie de masse (Saturne 20200) avec une température de 250°C.
L' appareil est piloté par un ordinateur menu d'un logiciel approprié pour ce
genre d'analyse et dune banque de données NIST qui permet I’identification des
COMpPOSES.
[1.3. Préparation de solution injectable

Sdlon lestravaux de Halder et al., 2011, HEC injectée doit étre diluée dans de
I’ eau bidistillée avec quelques gouttes de Tween 80 pour I’ obtention d’ une solution a

une concentration de 0,1 ml/kg.

[11. Animaux d'expérimentation

Les expériences sont réalisees sur des rats, abinos, de la souche Wistar, pesant
entre 200 a 350 grammes, hébergés au niveau de I’animalerie du département de
biologie (Université de Saida).
Les rats sont groupés par 3 dans des cages de Makrolon (LxIxH=40x25x18 cm) a
raison de 2 femelles et un méle, disposées dans une salle ventilée, a une température
de 21°C+1°C. Les animaux ont acces ad libitum ala nourriture (croquet pour rongeur)
et a un biberon rempli d'eau du robinet. Un éclairage artificiel établit un cycle
jour/nuit (jour entre 7 et 19h).Les expérimentations sont effectuées entre 9 heures et
18 heures.
[11.1. Répartition desgroupes

A J delagestation les femelles sont divisées en deux lots:
Lot Pb-Mn: congtitué par les animaux qui regoivent par voie orae une co-
exposition de |’ acétate de plomb Pb (C,H30,), araison de 0,2% dans |’ eau bidistillée
et le chlorure de manganese tétrahydraté (MnCl,4H,0) solubilisé dans de I’eau
bidisttilée a raison de 4,79 mg/ml et cela du premier jour de la gestation jusqu’ au
sevrage (Kahloula, 2010 ; Molina et al., 2011).
Lot T : constitue le lot de témoin (T) recoit |’ eau bi distillée.

Descendance testée soumise aux mémes conditions que leur mére.
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24 heures apres |le sevrage les animaux sont traités par HEC (0.1 ml/kg) (Pb-Mn: n=
07, T:n=07) araison d une injection intra-péritonéale par jour pendant 21 jours ou
par du solvant (eau distillée) (Pb :.(Figure 09).

Elevage

/ N

Rats traites par Pb-Mn Rats témoins
Y/ \ 7\
ats

Rats (Pb-Mn) Rats (Pb-Mn-HE) R Rats

| I
|

21 joursde -
J. Période
traitement
Sacrifice
Pr;' SRS Prise de sang
organes
l ¥ “a
e LR Sang totale Plasma
foie l l
Frottis ) DO_%‘Q%
bi ochimiques

sanguin

Figure 09 : Diagramme récapitulant |e protocole expérimental, (HE) rats traites avec
I”huile essentielle, (ED) rats témoins recevant de |’ eau distillée, (Pb-Mn) rats exposés
au plomb et au manganese et (Pb-Mn-HE) rats exposes au plomb et au manganése et
traiter par | huile essentielle.
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V. Evaluation du poidscorpore :

Le suivie des jeunes rats a nécessité une pesée quotidienne du poids corporel
durant toute la période d’ expérimentation depuis leurs sevrages jusqu’a la fin de
I’ expérimentation (21 jours)(n=07).Ensuite, on procéde au sacrifice des jeunes rats et
le poids des organes (cerveaux, foies et reins) est enregistre.

V. 1. Dosage biochimique:

V. 1.1. Déermination dela plombémie et le taux de manganése sanguin:

Apres le sevrage et traitement al’ huile, les animaux sont décapités et les échantillons
de sang total (100 ul) sont récupérés dans un tube a hémolyse de 5ml contenant
un volume de 100ul de triton a0.1%. Apres agitation au vortex pendant 30
secondes, 600ul de HNO; (1M) est gouté pour déprotéiniser. Agitation du
contenu du tube a hémolyse au vortex pendant 10 minutes a température
ambiante. Aprés une centrifugation pendant 10 minutes a 3000 tours/min, les
échantillons sont transvasés dans des godets pour la détermination de la
plombémie en utilisant un spectrophotometre d'absorption atomique (SHIMA DZU
AA6200). Le dosage de la plombémie et le taux de manganése sanguin ont été réalise

au sein du laboratoire d’ analyse de la qualité d’ Oran.

V. 1.2. Dosagedelaglycémie:

La méthode utilisee pour le dosage de la glycémie est une méthode
colorimétrique (Kit SPINREACT). Le glucose oxydase (GOD) catayse
I’oxydation du glucose sanguin en acide gluconique en formant le peroxyde
d hydrogene (H, O ;). Ce dernier est détecté par le phenol-aminophenazone avec
la présence de |a peroxydase (POD).

GOD

Glucose + O, + H,0O » Acide gluconique + H,O»

POD

H.O, + le phénol + aminophenazone » Quinone + H,O
La densité de la couleur formée est proportionnelle ala concentration du glucose dans
I’ échantillon, calculé par un spectrophotomeétre a une longueur d’ onde de 505nm.
V. 1.3. Dosage du calcium :

La méthode utilisée pour le dosage du calcium est une méthode col orimétrique
(Kit Randox Ca 590). En milieu acalin les ions de calcium forment un complexe

violacé avec le complexon o-crésolphtaléine. L’intensité de la coloration est
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mesurée a 570 nm, elle est directement proportionnelle a la concentration de
I’ échantillon.
V. 1.4. Dosage du Fer sérique:

La méthode utilisée pour le dosage du fer, est une technique colorimétrique
(Kit Fer BioSyems). L’ion ferrique présent dans I'échantillon e uni a la
transferrine est libéré par I’action du guanidinium, puis réduit a ferreux par |’ acide
ascorbique. L’ion ferreux forme un complexe coloré avec la ferrozine qui est
quantifié par spectrophotométrie a une longueur d’ onde de 560 nm.

V. 1.5. Dosage de la phosphatase alcaline :

La méthode utiliste pour le dosage de la (PAL) est une méthode
colorimétrique Kit Chronolab. En  milieu acalin e sous [I'action des
phosphatases acalines, e pnitrophénylphosphate est hydrolysé en P-nitrophénol et
phosphate. La vitesse d absorbance a 405 nm, est proportionnelle a I’ activité de la
phosphatase a caline.

V1. Détermination des parameétres hématologiques :

Les paramétres hématologiques a savoir le taux dhémoglobine (Hb),
d'’hématocrite (Ht), le nhombre de globules rouges, le nombre de globules blancs,
le volume globulaire moyen (VGM), teneur moyen d’un globule rouge (MCH) , et
les plaguettes sont déterminés al'aide d'un Coulter de type Sysmex XE-2100
V1.1 Frottis sanguin :

L’examen du frottis de sang permet d éudier avec précison la
morphologie cellulaire et de caractériser les différents types de cellules. Une
gouttelette de sang est déposée sur une lame en verre et sert a la préparation du
frottis sanguin. La coloration permet I'identification des leucocytes gréce a leurs
caractéristiques propres mises en évidence par un colorant approprié. On réadise la
coloration du frottis par une solution de KitRal 555. Le frottis est examiné au
microscope optique a I'aide de I'objectif 40, puis a immersion objectif 100.
(Tableau 05).

Tableau 05 : Composition de Kit Ral 555

Nom Référence
FIX RAL 555 362870
BLEU RAL 555 361640
FIX RAL 555 361650
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VII. Expression et analyse statistique desrésultats:

Les résultats sont exprimés par la moyenne (M) des valeurs individuelles,
affectées de I'erreur standard a la moyenne (S.E.M). La comparaison de deux
moyennes est effectuée par un test de StudentiNewmanKeuls. La comparaison de
plusieurs moyennes est effectuée par une analyse de variance (ANOVA) avec le
facteur intoxication (Pb-Mn, T) et/ou le facteur traitement (HE).

Les ANOVA a mesures répétées ont été utilisées pour I’analyse du facteur
temps. Une probabilité p < 0,05 est considérée significative. Les analyses statistiques
ont étéréalisées avec lelogiciel Sigma Stat 3.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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I1.1. Rendement en huiles essentidlles;

L’ huile essentielle HE de clou de girofle (Figure 10) a été extraite par hydrodistillation a
partir de lamatiére séche broyée. Le rendement obtenu est de I’ ordre de 10,20 %.

Figure 10: I’ huile essentielle de clou de girofle (S. aromaticum)

L’analyse de I'’huile essentielle de Saromaticum par chromatographie en phase
gazeuse a permis d'identifier 26 composés majeurs cités dans le tableau 06 par ordre
d éution. 26 composants représentant la somme des pourcentages des composants
obtenus ont été identifiés dont 80,93 % sont des phénols,8,56 % sont des hydrocarbures
sesguiterpéniques, 10,48 % des esters et 0,03 % alcool terpenique. Les composants majeurs
de cette huile sont: Eugenol (80,83 %), acetate eugenyle (10,48 %), B-caryophyllene(7,21
%) et a-humuléne (0,87 %).
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Tableau 06 : Concentration en % et temps de rétention des différents composés obtenus par

analyse chromatographique en phase gazeuse de |’ huile essentielle de Saromaticum.

Compose Tempsderétention (min) Concentration (%)
Acétate d’ eugényl 89,6 10,48
Eugénal 85,3 80,83
[-caryophylléne 53,4 7,21
o-humuléne 57,8 0,87
Oxyde de caryophylléne 76,7 0,08
a-cububéne 43,4 0,02
a-copoene 46,0 0,03
Isocaryophylléne 51,6 0,02
Aromadendréne 54,2 0,01
o-himachalléne 58,8 0,02
Zonaréne 57,0 0,02
v-himachalléne 58,8 0,01
Geremacrend 50,4 0,01
B-himachalléne 60,9 0,01
Selinadiene isomére 61,2 0,01
a-farnecéne 61,9 0,02
Geraniol 67,5 0,03
Calamenéne 67,6 0,01
Epoxyde sesquiterponique 72,8 0,01
Epoxyde isomére 73,9 0,01
Oxyde de caryophylléne 76,7 0,08
M ethyleugénol 76,9 0,01
Epoxy-6.7 Humuléne 79,7 0,01
Sesquiterpenol 79,9 0,01
Cubenol 80,6 0,01
Chavicol 92,7 0,09

I1.2. Détermination du taux des naissances, la croissance pondérale et le poids des

organes:

L'éude a porté sur la détermination de la croissance pondérale, le nombre de
naissances et |le poids des organes, chez les jeunes rats agés de 25 +£3 jours 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
exposes aux Pb-Mn présentent une diminution significative (P<0,05) du poids corporel acelle
des animaux témoins durant 21jours d’expérimentation. Les animaux qui sont exposes aux
Pb-Mn et traités par I'HE présentent une augmentation significative (P<0,05) du poids
corporel par apport aux rats intoxiqués non traités (Tableau 07). De Plus, le nombre de
naissance des sujets intoxiqués est de I’ ordre de (7+ 2) significativement inferieur par rapport

aux sujets non intoxiqués qui est de I’ordre (10+1). Les résultats trouvés chez les animaux
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intoxiqués révelent également une baisse significative (p< 0,05) des poids des organes
(cerveau, foie et rein) (Tableau 07). Par contre les animaux qui ont été traités par I'HE
présentent une augmentation significative (P< 0,05) des poids du cerveau, foie et rein par

rapport aux rats exposés au Pb-Mn non traité.

Tableau 07 : Evaluation des parameétres pondéraux des quatre lots.

Groupes Pb+Mn-HEC Pb-Mn Témoin HE

Poids corporedl (g) | 126+1,091* | 77,85t0,48* | 132,2+t0,48 | 130,67+0,48

Cerveau (g) 157+0,02* | 1,48+0,05 | 1,58¢+0,0018 | 1,58+0,004
Rein (g) 0,620,004 | 0,47+0,01* 0.520,011 | 0.62+0,002
Foie (g) 5,80+0,21* 4,56£0,21* 550+0,004 | 5.54+0,012

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).

[1.3. Etudes biochimique:
11.3.1. Dosage de plombémie:

Les résultats de la figure 11 montrent une augmentation de la plombémie chez les rats
intoxiqué par le plomb et le manganese par rapport aux rats témoins, aors que
I’administration par la voie intra-péritonéal de I'HE de «Saromaticum » chez les rats
intoxiqués aux plomb et manganése montrent une diminution du taux de Plomb comparé aux
rats Co exposée a ces é éments traces.

25 4

*
*
) I
0

* *
T Pb-Mn Pb-Mn-HE HE

= N
w o
1 1

plombémie(ug/dl)
=
o

Figure 11: Taux delaplombémie chez les différents |ots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).
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11.3.2. Dosage du taux de manganese sanguin :

Les résultats de la figure 12 montrent une augmentation du taux du manganese sanguin chez
les rats intoxiqué par rapport aux rats témoins avec un pourcentage trés faible du
manganese, alors que I'administration par la voie intrapéritonéade de I'HE de
«S.aromaticum» chez les rats intoxiqué aux plombs et manganeses montrent une diminution
du taux de manganése comparé aux rats Co exposées.
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Figure 12 : Taux de laplombémie chez les différents lots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).

11.3.3. Teneur plasmatique en glucose::

Les résultats de la figure 13 montrent une augmentation trés significative (P<0.05) du taux de
glucose chez les rats intoxiqués par le plomb et le manganése par rapport aux rats
témoins (Pb-Mn vs T). De plus une diminution significative (P<0.05) du taux de
glucose est observeée chez les animaux exposes au plomb et manganése et traités par I’ huile
essentielle par rapport aux rats intoxiqués (Pb-Mn-HE vs Pb-Mn).
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Figure 13 : Taux du glucose chez les différents lots de rats.

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).

11.3.4. Taux du calcium :

Les résultats de la figure 14 montrent une diminution tres significative (P<0.05) du taux de
calcium sanguin des rats intoxiqués au plomb et manganése par rapport aux rats témoins (Pb-
Mn vs T) ainsi qu'une augmentation du taux du Ca?' chez les rats intoxiqués et
traites par rapport aux rats intoxiqués (Pb-Mn-HE vs Pb-Mn).
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100 -
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M Pb-Mn
40 A B Pb-Mn-HE
20 4 B HE
0

Pb-Mn Pb-Mn-HE
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Calcémie (m.mol /1)

Figure 14 : Teneur plasmatique en calcium chez les différents |lots de rats.

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).
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11.3.5. Taux du fer sérique:

Lesrésultats de lafigure 15 montrent une diminution significative (P<0.05) du taux de fer
serique sanguin des rats intoxiqués par rapport aux rats témoins (Pb-Mn vs T) et une
augmentation du taux de fer sérique chez lesrats traités par rapport aux rats intoxiques (Pb-
Mn-HE vs Pb-Mn).

400 - % *
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S 300 -
~N
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o 100 -
u mHE
50 -
O T T T 1
T Pb-Mn Pb-Mn-HE HE
Lots

Figure 15 : Teneur plasmatique en fer serique chez les différents lots de rats.

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).

I1.4. Déter mination des paramétres hématologiques:

Les résultats de les figures 16, 17, 18, 19, 20 et 21 montrent une diminution significative des
taux de globule blanc (GB), des globules rouge (GR), hémoglobine (Hb), hématocrite (Ht),
volume globulaire moyen (VGM), et la teneur moyenne des globules rouges (MCH), chez les
rats intoxiqués au plomb et manganése par rapport aux rats témoins (Pb-Mn vs T).De plus
une augmentation significative est observée chez les rats intoxiqués et traités par rapport aux
rats intoxiqués (Pb-Mn-HE vs Pb-Mn).
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Figure 16 : Taux du globule blanc chez les différents lots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).
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Figure 17 : Taux du globule rouge chez les différents lots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (** p<0.01).
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Figure 18 : Taux de|’hémoglobine chez les différents lots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).
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Figure 19 : Taux des hématocrites (Ht) chez les différents lots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (*** p<0.001).
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Figure 20 : Taux de VGM chez les différents |ots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (** p<0.01).
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Figure 21 : Taux de CMH chez les différents lots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (* p<0.05).

I1.4.1. Taux de plaquette (PLT):

Les résultats de la figure 22 montrent une augmentation significative (P<0.01) du taux
de plaguette chez les rats intoxiqués par le plomb et le manganése par rapport aux rats
témoins (Pb-Mn vs T). De plus une diminution significative (P<0.01) du taux de plaguette
est observée chez les animaux exposés au plomb et manganése et traités par |’ huile essentielle
par rapport aux rats intoxiqués (Pb-Mn-HE vs Pb-Mn).
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Figure 22 : Taux de PLT chez les différents lots de rats

Les valeurs sont exprimés en moyenne +SEM : (** p<0.01).

I1.4.2. Frottissanguin :

Le frottis de sang permet d'étudier avec précision la morphologie cellulaire et de
caractériser les différents types de cellules.

11.4.2.1. Frottissanguin desgroupesderatstémoins (T):

L’'observation des lames au grossissement (x100) montre la présence des globules
rouge (érythrocytes) de taille normale, ainsi que la présence des leucocytes (Ex : Basophile),
et des plaguettes (figure 23 A)

11.4.2.2. Frottissanguin des groupesderatstémoins (HE) :

L’ observation des lames au grossissement (x100) montre les mémes observations d’ un
animal sein.

11.4.2.3. Frottissanguin des groupes deratsintoxiqués (Pb-Mn) :

La population des hématies est relativement homogene en taille et d’allure Hypochrome due
au probléeme de I’ activité des hématopoieses. On note la présence de poikilocytes : caractérisé
par des hématies déformées qui peuvent parfois prendre une forme tres irréguliere (poire,
virgule, raquette..). Ces poikilocytose se rencontrent dans la plupart desanémieset, plus
particulierement, dans les anémies mégal oblastiques. On note aussi I’ absence de Granulocytes

et de Plaquettes et des rares hématies hyperchromes.
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11.4.2.4. Frottissanguin desgroupesderatstraités (Pb-Mn-HE) :

L’observation des lames au grossissement (x100) des groupes de rats traités par
(H.E) montre des améliorations aux niveaux des différents éléments figurés du sang. Ainsi
gu'au niveau des hématies on observent une disparition intéressante des acanthocytes
et laprésence des leucocytes Ex : (Neutrophile), ainsi gu’ une diminution des plaguettes, d’ ou
on supprime |I’anémie arégenérative et on note qu’il y a une efficacité de traitement. (Figure
23 D).

Figure23: A(T) : (Fleche naire) : granulocyte éosinophile, (fléche rouge) ; lymphocyte B :
monocytes C: poikilocytes; D : granulocyte basophile Les observations au grossissement
(%100).
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DISCUSSION

Les métaux lourds sont un groupe de produits chimiques environnementaux, qui sont

universels et non biodégradables. Bien que les effets indésirables émanant de leur exposition
sont largement connus, leur utilisation et leurs concentrations dans I'environnement sont
croissante (Zhao et al., 2014) .
De nombreuses études ont mis en évidence la toxicité des métaux individuels pour les
systémes vivants. (Basile et al., 2012 ;Bhattacharjee et al., 2013; Taylor ., 2014)
cependant, ces métaux n'existent pas en tant individuel, mais aussi sous forme de mélanges
dans I'environnement (Smith et al., 2012) . Les expositions de métaux lourds sont liées aux
conditions telles que I'embryogenése, neurotoxicité, cancer,cytogénicitéet la modification
génétique de cellules (Rai et al.,2013 ; Koedrith et al., 2013).

1. Rendement et composition chimique

L’HE de Syzygiumaromaticuma été obtenu par hydrodistillation avec un rendement
del0,20%, ceci est en désaccord avec les travaux de Wengiang, Shufen et al., (2006) qui ont
rapporté un rendement de 11,50 %.Cette différence en rendement peut étre attribuée a
plusieurs facteurs dont essentiellement, I’ origine, I’ espéece, 1a période de récolte, la durée de
séchage et latechnigue d’ extraction des huiles essentielles (Pibiri,2005; Curado et al.,2006).

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles de Syzygiumaromaticumont
permis d’identifier 26composés qui représentent principalement environ 80,83 % pour
Eugenol , 10,48 % d’acetateeugenyle 7,21 % B-caryophylléne. Les résultats obtenus pour les
différents travaux montrent que cette huile est formée essentiellement d’ eugenol, d’ acetate-

eugenyle et B-caryophylléne. (Leeb et al., 2009).
2. Effet du plomb, manganese et I'HE sur la croissance dela progéniture du rat

Toutefois, notre éude a permis de distinguer en premier lieu et de facon expérimentale
I’effet de la co-exposition du plomb et du manganése sur le taux de natalité chez les rats
intoxiqué compare a 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 intoxiquées
durant la période de gestation et lactation par rapport aux rats témoins. Cela indique selon
plusieurs auteurs gue ces métaux traverse la barriere placentaire pendant la gestation
perturbant le développement embryonnaire (Dorman et al., 2005ab;kahloula et al.,
2010 ;Betharia et Maher, 2012).
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Les résultats enregistrés montrent clairement que le poids des animaux Co-exposés aux
Pb et Mn en prénatale est significativement inférieur a 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 I’intoxication aux Pb et Mn provoque un
effet anorexigene par une action direct sur les centres nerveux responsable de la régulation de
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
intoxiqueés selon la dose administrée et la durée d’ exposition. (Gautam et al ,2001 ; Smith et
al., 2008 ; Adli et al., 2014).

De plus, nous avons observe que I’ administration du plomb et du manganése diminue le
poids cérébral, Ces résultats pourraient étre dus a un retard de développement des organes
internes au cours de la période prénatale(Smith et al., 2008 ; Adli et al.,2014). Nos résultats
S accordent aussi avec ceux (Ronis et al., 1998) qui suggerent que le Pb peut agir sur le
développement cérébral en inhibant les différentes hormones de croissance et les facteurs

associes.

Dans le méme contexte, I’administration par la voie intrapéritonéale de |'huile
essentielle de la plante « Syzygiumaromaticum» a des rats préalablement co-exposés aux
plomb et manganese a permis d'observer une nette augmentation dans le gain corporel ceci
comparé aux rats exposes au plomb non traité. Ce regain de poids enregistré pourrait é&re di a
la présence des composés terpénoides dans I’'HEC qui agissent en stimulant le transport du
glucose dans les cellules (Judpentiené et Mockuté&, 2004). Nos observations sont en accord
avec ceuxdesAnbu etAnuradha., 2012, qui ont indiqué que I'eugénol peut suggérer un effet

bénéfique pour corriger la perte de poids chez I’ animal.
2. Effet du plomb, manganese sur les paramétres biochimiques:
2.1.Laplombémie

Nos résultats montre que la plombémie chez les animaux exposés au Pb-Mn pendant la
gestation et la lactation a 0.2% d acétate de Pb est élevée, comparée a celles des animaux
témoins, pouvant étre due a la perméabilité placentaire par le biais du cordon ombilical qui
laisse passer le Pb ou bien a traverse le lait pendant |a période de la lactation. Nos résultats
corroborent ceux de Bellinger, (2000) qui rapporte que cette augmentation s expliquerait par

le faite que le Pb ne saccumule pas dans le placenta, et que la concentration du Pb dans le
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sang maternel est presque identique que celle dans le sang feetal. |l a éé démontré
gu’'une forte corréation entre la plombémie maternelle et celle du cordon ombilical
indiquant le transfert du Pb a partir de la mére au feetus (Yang et al., 2003 ;
Kahloula.,2010).Ce transfert peut étre le résultat d'une immobilisation du Pb
emmagasiné dans le squeette des femelles intoxiquées éant jeunes ou bien a partir des
sources environnemental es courantes (K ahloula.,2010).

2.2. Letaux du manganése sanguin :

Dans notre étude nous avons observé que le taux du manganése sanguin chez les rats exposé
par le manganese est supérieur, comparée a celles des animaux témoins, pouvant étre due a
des associations entre |’ exposition du manganése a la fois prénatale et postnatale avec une
toxicité de I’embryon et le feetus. Nos résultats s accordent avec ceux de Ming-Song et al.,
(2015). Qui ont montré que le taux du manganese dans le sang est un bio marqueur
efficace et représentatif de I’ exposition du Mn et que la plus part du Mn sanguin s accumule
dans les érythrocytes (environ 66%) avec une demi-vie de 37 jours (Lee and Kim,
2011; Milne et al., 1990). D’autres études ont examiné les concentrations du Mn
érythrocytaires & Taiwan. Qui ont chois les concentrations du Mn érythrocytaires
comme bio margqueur a utiliser pour déterminer le taux du Mn maternelle pendant la
gestation. Dans cette éude le taux du Mn sanguin de la mére ont tendance a
augmenté pendant la gestation, ce qui est cohérent avec les rapports précédent.
Pendant |a gestation les concentrations du Mn sanguin augmente au cours des trois trimestres,
et le Mn pénétre le placenta par le transport actif (Krachler et al., 1999; Tholin et
al., 1993) . L'augmentation du taux de Mn pendant la gestation peut étre liée a
I'accélération de I'érythropoiese, I'absorption intestinale (Kirchgessner et al., 1982;
Tholin et al., 1995).

Au niveau sanguin nous avons entrepris l'anadyse d'une série des parametres

biochimiques portant sur le dosage de la glycémie, calcium et le fer sérique.

Les résultats obtenus dans notre éude montrent une augmentation significative de la
concentration du glucose sanguin chez les rats intoxiqué par le plomb et |le manganése a celui
des rats témoins. ceci est peut etre éxpliquer par |’ effet néfaste du plomb. Nos résultats sont
en accord avec les travaux entrepris par différents auteurs qui indiquent que le Pb perturbe la

fonction sécrétrice de I'insuline des Tlots par I'activation de GSK-3, il touche le réticulum
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endoplasmique par le stress oxydatif et augmente I'activité des enzymes glucoformateurs
dans le foie par l'intolérance au glucose, il perturbe aussi le transport et le métabolisme du
glucose.( Saka et al .,2011)

I” hyperglycémie indiqué dans nos résultats chez les rats intoxiqués par rapport aux rats
témoins pourrait étre expligué aussi par I'administration chronique du Mn durant |a période de
développement qui entraine un dysfonctionnement du métabolisme énergétique qui se
manifeste par 'augmentation des niveaux de glucose dans le corticotropine ce dernier et la
cortisone se trouve dans I'hypothalamus, I'hypophyse et les glandes surrénales, respectivement
I activation des enzymes du métabolisme glucidique (adli et al.,2014).

Les résultats enregistrés illustre une hypocalcémie significative chez les rats intoxiqués par
ces éléments traces par rapport aux rats témoins cette hypocalcémie observée au cours de
notre étude pourrait s expliquer soit par le transport ionique, I'ion Pb** est transportée dans
les érythrocytes par le biais de systémes de transport de Ca®* danc il entre en compétition
avec cet ion (Calder6n-Salinas et al., 1999) et en résulte la diminution de I'influx de Ca*,
ce phénomene qui peut modifier I'noméostasie du calcium (Quintanar-Escorza et al.,
2007)par I'inhibition de I’ activité de la vitamine D dans le foie et le rein (Chichovska et
Anguelov., 2006).

Nos résultats obtenus corroborent aussi avec les travaux réalisés par Marcelo et al .,(2013)
qui montrent que cette hypocalcémie induite par le Mn est proportionnelle a la dose

administrée.

D’autre part, une autre éude de Cristina et al., (2015)a montré que I'administration
pharmacologique de phosphate de calcium peut diminuer I'absorption de Mn, comme les
faibles niveaux de Cat+ favorisent |'absorption de Mn, I'absorption intestinale réduite de Ca+
cause l'insuffisance de production de calcitriol, ce qui conduit a I'hypocalcémie et diminue la
production de |'érythropoiétine qui est la principale cause de I'anémie chez les patients

urémique.

3.Effet du plomb, manganése sur les paramétres hématologiques :

Les résultats obtenus des analyses hématologiques indiquent une diminution significativedu
taux de globule blanc (GB), des globules rouge (GR), hémoglobine (Hb), hématocrite (Ht),
volume globulaire moyen (VGM), et teneur moyen d'un globule rouge (MCH), chez les rats

intoxiqués au plomb et manganése par rapport aux rats témoins, cette réduction peut étre
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attribuée a I'effet combiné de I'inhibition de la synthése de I'hémoglobine et de la durée de vie
raccourcie des érythrocytes en circulation(Anetor et al.,2001),Ce qui corrobore avec les
travaux entrepris parFeksa.,2012 ;ll a étérapportéque les indices hématologiques sont
considérablement réduits chez les travailleurs de plomb au travaill comme indiqué
précédemment, et il a également été démontré que les animaux exposés au plomb fait montre
d'anémie comme en témoignent les altérations de I'némoglobine, RBC et WBC.

De plus, le plomb inhibe trois enzymes impliquée dans la biosynthése de I’heme: |’ acide
aminolévulinique déshydratase (ALA-D), la coproporphyrinogene décarboxylase et la
ferrochéatase (Hiroyoshi, 2002).

En ce qui concerne letaux de leucocyte, une diminution significative a été présentée chez les
rats intoxiqués( Pb-Mn) par rapport aux témoins. Nos résultats sont similaire avec ceux de
(Sharma et al., 2010) qui ont montré que le Pb induit une diminution de nombre de
lymphocyte et monocyte .Cette diminution du taux des lymphocytes peut étre expliquer par :
une lymphopénie peut étre accrédité ala diminution de la durée de vie moyenne cellulaire et
atération de la capacité proliférative des cellules ou par une nécrose des tissus leucopoiétique
(Wepener et al., 1992)

Toutefois, le manganese a induit une anémie par la diminution significative des globules
rouges, hématocrite, VGM, hémoglobine chez les rats intoxiqués comparés aux témoins .Nos
résultats sont du méme ordre que celles de Indravathi et al ., 2014, qui montrent que le
manganese induit une diminution des globules rouges, hémoglobine, hématocrite et une
augmentation des globules blancs, L’intoxication par le manganese réduit le taux de
I'hémoglobine ce qui provogque I'anémie, Cette derniere pourrait étre ainsi de l'inhibition dela
production des érythrocytes, augmentation dans la destruction de I'érythrocyte et la
perturbation de |'absorption de fer (Agrawal et Srivastava., 1980). En revanche, il a été bien
établi que le manganese induit le stress oxydatif et réactives la production d'especes de
I'oxygéne. Ces molécules peuvent attaquer la membrane des érythrocytes, produisant une
anémie hémolytique. (Dolci et al., 2013).

4. Effetsde HE sur les paramétres biochimiques et hématologiques::

Des substances actives de plusieurs plantes médicinales jouent un réle important dans la
prévention de diverses maladies liées a I'effort oxydant et régule I'activité d'un éventall

d'enzymes et de récepteurs cellulaires. (Cory—Slechtaet al., 1997 ; Shigyo et al., 2004)
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Apres I’administration de I” huile essentielle de Syzygiumaromaticum par voix intrapéritonéal
(IP) aux rats co-exposé a |’ acétate du plomb et au chlorure du manganése, on a pu remarquer
une nette amélioration des différents parametres bi ochimiques et hématologique des animaux
traités par |I’aromathérapie comparé aux rats intoxiqués. Ceci est di aux différentes vertus

thérapeutiques et prophylactiques de I’ HE.

En revanche, les observations obtenus en terme de glycémie chez les animaux exposes
au Mn et traité au HEC indiquent un taux de glucose est semblable a celui des témoins. Cela
peut étre expliqué par I effet de I'huile essentielle de Saromaticum qui  réduit le taux du
glucose dans le sang. Ces résultats est corrobore avec les travaux de Minpei et al., (2012 ) qui

ont démontre que I’HEC présente des effets bénéfiques contre le diabéte.

L’administration de HEC chez les rats intoxiqués a indiqué que le traitement par
I'huile a considérablement diminué la concentration de plomb et de manganése dans le sang.
Cet effet peut-étre due a la présence des composés chélateur comme |I’eugénol qui réduit

I”accumulation de ces éléments dans e sang. (Nassar et al., 2007).

En revanche, les observations obtenus en terme de glycémie chez les animaux exposés
au Mn et traité au HEC indiquent un taux de glucose est semblable a celui des témoins. Cela
peut étre expliqué par I’ effet de I'huile essentielle de Saromaticum qui  réduit le taux du
glucose dans le sang. Ces résultats est corrobore avec les travaux de Minpei et al., (2012 ) qui
ont démontreé que I’ HEC présente des effets bénéfiques contre le diabete.

L’administration de HEC chez les rats intoxiqués a indiqué que le traitement par
I'huile a considérablement diminué la concentration de plomb et de manganése dans le sang.
Cet effet peut-étre due a la présence des composés chélateur comme I’eugénol qui réduit

I accumulation de ces éléments dans e sang. (Nassar et al., 2007).

En effet, nos résultats obtenus des frottis sanguins indiguent une nette
amélioration et aucune anomalie n'a été remarqué au sein des lames des groupes de
rats traités par I'HE de Saromaticum, ce qui indique que I'HE a un effet protecteur
en jouant le réle dun anti-inflammatoire, un antalgique et dun inhibiteur de
I'agrégation plaguettaire (Loziene et al., 2007). De plus les travaux de Srivastava et al.,
(1991) indiquent que acétyle eugénol, un des composants de I'huile essentielle de clou
de girofle, inhibe I'agrégation et atére le méabolisme de I'acide arachidonique dans

les plaquettes sanguines humaines.
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Par ailleurs, I’administration de L'HE entrdine une améioration dans le taux
d hémoglobine, 1l est prouvé que I'administration de composées antioxydant augmente
I’activité de I’ ALAD (Dhawan et Flora., 1989).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre travail a porté sur I'impact de I'intoxication par le plomb et le manganése sur
certains parameétres biochimique et hématologiques. Cette exposition a ces deux metaux ades
dosesde 2 mg/L et 4,79 mg/L respectivement du premier jour de la gestation jusqu’ au sevrage
chez lesrats wistars.

A I’ echelle biochimique, suite a I’administration chronique de ces deux métaux, une
series de changements au niveau pondéral, natal, glycémique, calcémique, ferrique, a éé
remarqué. D’autre part, d autres dysfonctionnements ont touché le volet hématologique a
savoir les taux de globule blanc (GB), des globules rouges (GR), hémoglobine (Hb),
hématocrite (Ht), volume globulaire moyen (VGM), et la teneur moyenne des globules rouges
(MCH), les plaguette, 1a présence de poikilocytes, I’ absence de Granulocytes et de Plaquettes
et larareté des hématies hyperchromes.

L’ extraction de I’ HE du clou de girofle par d’ hydrodistillation nous a permis d’ obtenir
une HE avec un rendement de 10%. Et afin d'identifier les composant actifs dans | huile
essentielle du clou de girofle, une anayse CPG-SM a été confectionné. Cette technique a
révélé la présence quasiment importante de I’eugénol ainsi que des traces d’ autres especes
chimiques.

Toutefois, I'administration de I'HE par voie IP aux jeunes rats durant 21 jours a
permis d’ enregistrer des modifications au niveau des paramétres sus cités en vue d’ améliorer
significativement leurs taux afin d atteindre des valeurs comparable a ceux des témoins.

En termes de perspectives, il serait envisageable d entreprendre un ensemble de
protocole expérimentaux plus approfondi portant sur différents volets :

» Elargir labatterie des tests biochimiques sanguins et méme au niveau des organes pour
mieux évaluer |'effet de ces métaux en vue de provoquer un dysfonctionnement
physiologique.

> Faire des coupes histologiques au niveau de différents organes dans le but d’ examiner
leslésions qui peuvent y apparaitre.

> Elargissement de |a periode de traitement par |’ essentielle de Syzygium aromaticum
pour une plus grande efficacité dans les tissus nécessitant une période de
conval escence plus longue « exempl e tissus hématopoiétique ».

> Essayer d'isoler les principes actifs du clou de girofle pour que chacun soit testé
séparément afin de déceler I’ un ou les composés responsables a rétablir les dommages
induits par ce métal.
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