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Résumé

Résumé

L’objectif de notre travail a porté d’évaluer d’une part, les troubles induites par
intoxication par I"Ochratoxine A (OTA) selon des différentes approches
expérimentale : neurocomportementale, biochimique, et histologique chez des rats
wistar adulte. D’autre part, 'effet prophylactique et I'efficacité de traitement par
I’huile essentielle (HE) de Mentha spicata (HEM )et Syzygium aromaticum (HEC)dans la
réparation des modifications et des altérations induites par I’OTA par une injection IP

de 0.1 mg/kg/jrs durant une période de quinze jours.

L’extraction d’HE des deux plantes par hydrodystillation a permis d’obtenir un
rendement de : HEM de 0.15%, et HEC un rendement de 12.70%, 'intoxication aigue par
’OTA avec une dose de 289ug/kg/p.c. toutes les 48 h par voie IP permis d’observé une
baisse significative dans le poids corporel et cérébrale chez les rats intoxiqués par

rapport aux celles des rats témoins.

En effet , "approche neurocomportementale par I'utilisation de différentes
techniques relatives aux tests de comportements essentiellement : la dépression (la
nage forcé ), 'anxiété ( obscurité /lumiére ), la mémoire (piscine de Morris ) et de
Popen Field , révélent clairement que I"OTA provoque des troubles
neurocomportementaux qui se traduisent par une hypoactivité locomotrice , une
réduction dans le désir d’exploration qui reflete l'installation d’un état de stress ,
d’anxiété , et de dépression, ainsi que des altération de la capacité de mémorisation et

d’apprentissage .

Cependant, I'intoxication par ’OTA a révélé également une perturbation dans le
taux de glycémie et de cortisol qui se réalise par une hyperglycémie et une
hypercortisolémie. De plus, I’étude histologique montre des lésions aux niveaux de

cerveau.

En outre , Padministration des deux huiles essentielles (HEM et HEC ) séparé , a
permis d’enregistré un gain de poids corporel et cérébral comparé aux rats té moins,
des améliorations dans fonctions neurocomportementaux évalué par différentes tests
de comportement telle que: I'open Field , la nage forcé , la piscine de Morris et

I’obscurité/lumiere dévoilent clairement que ’'HEM et HEC répare I'état dépressive ,



Résumé

améliore la capacité de mémorisation , réduire I'anxiété , le stress et répare
’hypoactivité locomotrice comparé aux rats intoxiqués. D’ailleurs, I'étude histologique
rapporte la présence des Iésions Tissulaires et des hémorragies avec des
neurodégénéréscences dans plusieurs régions du cerveau, L'Administration D'HEM et

D'HEC montre un effet correctif sur les tissus cérébrales.

De plus, le docking moléculLaire montre que 'OTA présente une affinité avec
les récepteurs NMDA ce qui explique leurs impact sur I’état psychique (dépression ) et
la capacité de mémorisation . en outre, I’eugénol montre un effet sur ’OTA par la
présence d’une interaction (affinité) avec les NMDA, par contre le carvone n’a montré

aucune affinité avec les NMDA.

Les résultats montrés justifiés la grande importance de la menthe verte et du

clou de girofle dans la médecine traditionnelle et ces vertus thérapeutiques.

Mots clés: Ochratoxine A, Rats Wistar, Huile essentielle, Mentha

spicata, Syzygium aromaticum.



Abstract

Abstract

The objective of our work focused on evaluating, on the one hand, the
disorders induced by intoxication by Ochratoxin A (OTA) according to different
experimental approaches: neurobehavioral, biochemical, and histological in adult
wistar rats. On the other hand, the prophylactic effect and the efficacy of treatment
with the essential oil (EO) of Mentha spicata (HEM) and Syzygium aromaticum (HEC) in
the repair of the modifications and alterations induced by OTA by a IP injection of 0.1

mg/kg/day for a period of fifteen days.

The extraction of HE from the two plants by hydrodystillation made it
possible to obtain a yield of: HEM of 0.15%, and HEC a yield of 12.70%, acute intoxication
by OTA with a dose of 289ug/kg/p.c. every 48 h by IP route observed a significant
decrease in body and brain weight in intoxicated rats compared to those of control

rats.

The objective of our work focused on evaluating, on the one hand, the
disorders induced by intoxication by Ochratoxin A (OTA) according to different
experimental approaches: neurobehavioral, biochemical, and histological in adult
wistar rats. On the other hand, the prophylactic effect and the efficacy of treatment
with the essential oil (EO) of Mentha spicata (HEM) and Syzygium aromaticum (HEC) in
the repair of the modifications and alterations induced by OTA by an IP injection of 0.1

mg/kg/day for a period of fifteen days.

Indeed, the neurobehavioral approach through the use of different
techniques relating to behavioral tests essentially: depression (forced swimming),
anxiety (darkness / light), memory (Morris pool) and open Field, clearly reveal that OTA
causes neurobehavioral disorders that result in locomotorhypoactivity, a reduction in
the desire for exploration that reflects the onset of a state of stress, anxiety, and

depression, as well as impaired memory and learning ability.

However, OTA intoxication also revealed a disturbance in the level of glycemia
and cortisol which is carried out by hyperglycemia and hypercortisolemia. In addition,

the histological study shows lesions in the brain.



Abstract

In addition, the administration of the two essential oils (HEM and HEC)
separately, made it possible to record a gain in body and brain weight compared to
control rats, improvements in neurobehavioral functions evaluated by different

behavioral tests such as:

Open Field, Forced Swimming, Morris Pool, and Dark/Light clearly show that HEM and
HEC repair depression, improve memory capacity, reduce anxiety, stress, and repair
locomotorhypoactivity compared to intoxicated rats. Moreover, the histological study
reports the presence of tissue lesions and hemorrhages with neurodegenerations in
several regions of the brain. The administration of HEM and HEC shows a corrective

effect on the tissue architecture of the brain.

In addition, molecular docking shows that OTA has an affinity with NMDA
receptors, which explains their impact on mental state (depression) and memory
capacity. in addition, Eugenol shows an effect on OTA by the presence of an
interaction (affinity) with NMDAs, on the other hand Carvone showed no affinity with

NMDAs.

The results shown justify the great importance of spearmint and cloves in

traditional medicine and these therapeutic virtues.

Keywords: Ochratoxin A, Wistar Rats, Essential Oil, Mentha spicata, Syzygium

aromaticum.
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Introduction

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires sécrété par certaines
especes des moisissures et des champignons principalement : Alternaria, Aspergillus,
Fusarium et Penicillium (Omotayo et al., 2019 ; Khodaei et al., 2021). Les mycotoxines
sont généralement toxiques pour les organismes vivants. A nos jours, un nombre
importants de ces métabolitesa était identifiée, dont certaines, telles que les
Aflatoxines, les Ochratoxines, les Trichothécénes, la Zéaralénone, les Fumonisines et la
Patuline, sont considérées comme un risque important sur le plan agro-économique
(Omotayo et al., 2019). L’exposition aux mycotoxines par les denrées alimentaires
peut entrainer de graves risques pour la santé (par exemple, des cancers, des
malformations et des mutations), ce qui constitue un probléeme de santé publique

m.ondial(Yang et al., 2020).

L'Ochratoxine A (OTA), est I'une des mycotoxines les plus importantes, est
principalement produite par des champignons principalement :Aspergillus section nigri
et Penicillium ochraeus, et se trouve couramment dans les produits alimentaires et

agricoles (Delgado-Ospina et al.,2022 ;Wang et al., 2022).

L'Ochratoxine, CyoH:i8CINOg; est caractérisé par un poids moléculaire de
403,8g/mol,et par sa thermostabilité avec un point de fusion : 168-173 °C, ce qui la rend
difficile a éliminer de la chaine alimentaire, elle est peut soluble dans les solutions
aqueuses et est le membre le plus toxique dans le groupe des Ochratoxines. L'analyse
de la structure d'OTA révéle un métabolite secondaire dérivé de polycétide qui
contient un groupement dihydrocoumarine couplé a une I-B-phénylalanine (Phe),
dérivée de la voie de I'acide Shikimique, par une liaison amide(Tao et al., 2018 ; El
Khoury et al., 2010; Malir et al.,, 2016). L’OTA est hautement néphrotoxique et
carcinogénique. Les effets génotoxiques liés a I'OTA entrainent l'induction de la
formation d'adduits a I'ADN, I'inhibition de la synthese des protéines, la perturbation
de la production d'énergie cellulaire, l'initiation du stress oxydatif, I'induction de
I'apoptose, l'influence sur la mitose, l'induction de I'arrét du cycle cellulaire et
I'interférence avec les voies des cytokines sont tous liés a ses effets de néphrotoxicité,

hépatotoxicité, tératotoxicité, immunotoxicité et neurotoxicité(Niaz et al., 2020)
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L'administration d'OTA active divers mécanismes tels que les
dysfonctionnements de P38 Mitogen-activated protein kinases (MAPK),Les kinases c-
Jun N-terminales (JNK) et Extracellular signal-regulated kinases(ERK) , la perturbation
duFacteur neurotrophique dérivé du cerveau(BDNF), la surexpression des
Lymphocytes T helper (TH), I'activation des caspases-3 et 9 et la phosphorylation de
ERK-1/2 qui conduisent finalement a la progression de la maladie d'Alzheimer (AD)

(Niaz et al., 2020)

La phytothérapie est un domaine de la médecine qui utilise les plantes pour
traiter des maladies. Elle est souvent appelé I'herboristerie en médecine occidentale.
L'utilisation traditionnelle des phytothérapies préserve généralement la composition
d'origine et l'intégrité de la plante source, de sorte que soit la plante entiére, soit un
pourcentage souhaité de ses composants est utilisé a des fins médicinales (Falzon et
al., 2017). L'attraction des plantes aromatiques et médicinales ne cesse pas de croitre
du fait de la demande croissante ainsi de I'intérét des consommateurs pour ces plantes
a des fins médicinales, c'est aussi pour le potentiel et les bienfaits des plantes
aromatiques et médicinales et de leurs métabolites, comme les huiles essentielles

(Hanif et al., 2019)

Les huiles essentielles sont un mélange de nombreux composés organiques, et
leur activité biologique est conditionnée par leurs compositions chimiques (Michalak
et al., 2018) Les composants présents dans les huiles essentielles ont de précieuses
applications dans divers domaines comme ['agriculture, I'environnement et la santé
humaine. Les huiles essentielles (HE) se révelent aussi efficaces compléments aux

composés synthétiques utilisés dans I'industrie chimique (Hanif et al., 2019)

Mentha spicatal. (Lamiaceae), communément appelée le Menthe verte, est
largement cultivée dans le monde entier pour son arédme remarquable et sa valeur
commerciale. Mentha spicata est bien connu pour ses utilisations médicinales
traditionnelles, en particulier pour le traitement du rhume, de la toux, de I'asthme, de

la fievre, de I'obésité, de la jaunisse et des problémes digestifs (Mahendran et al., 2021)

L’Huile essentielle de Mentha spicata (HEM) est largement utilisée comme agent

aromatique dans de nombreux produits, la plante est considérée comme une source
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d'HE qui s'est avérée d’étre une source précieuse des composants phénoliques,
d'antioxydants naturels, d'inhibiteurs du cholinestérase, d'inhibiteurs de la lipase
pancréatique et de désinfection du biofilm, antifongique et agent antiprolifératif (Ali-
Shtayeh et al., 2019 ; Zheljazkov et al., 2010 ; Ali-Shtayeh et al., 2013 ; Ali-Shtayeh et al.,
2014).

Syzygium aromaticum (girofle) est une épice traditionnelle qui a été utilisée
pour la conservation des aliments et posséde diverses propriétés pharmacologiques.
Syzygium aromaticum est riche en de nombreux composés phytochimiques comme
suit : sesquiterpénes, monoterpénes, hydrocarbures et composés phénoliques (Batiha

etal., 2020).

L'huile essentielle du Clou de girofle (HEC) posséde diverses propriétés
biologiques telles qu'antibactérien, antifongique, herbicide, nématicide, anti-tumoral
et anti-inflammatoire (Kaur et al., 2019). HEC est aussi connue pour sont effet
antalgique, antiseptique, antispasmodique, antinévralgique, carminatif, anti-infectieux,
désinfectant, insecticide, stimulant, stomachique, utérin et tonique (Boughendjioua et

al, 2018)

A la lumiére de ces données, on a réalisé une étude sur I’effet prophylactique de
’administration d’un extrait de Mentha spicata et Syzygium aromaticum sur des rats

Wistar exposé€ a I’Ochratoxine A, une série d’expériences et d’études est réalisés :

[.  Une extraction des huiles essentielles du Syzygium aromaticum et la

Mentha spicata

[I.  Une évaluation des effets de ’Ochratoxine A sur les rats Wistar par :

» Une étude neurocomportementale
» Des tests Biochimique

» Etude histologique du cerveau

[ll.  L’évaluation de I'effet des huiles essentielles de la Mentha spicata et
Syzygium aromaticum par une administration par voie intrapéritonéale

chez les rats intoxiqué par I’Ochratoxine A
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IV.  Le Docking moléculaire entre le récepteur NMDA et I’Ochratoxine A,

Carvone et Eugénol
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Les Mycotoxines

I.1. Etymologie et Définition

Le terme « Mycotoxines » vient du mot Grec ancien « Mykes » signifiant « Les
moisissures » et «Toxicum» du Latin signifiant «Poison» (Igbal., 2021). Les
mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques produits par des especes
micro fongique filamenteuse plus particulierement Aspergillus, Fusaricum, Penicillium,
Alternaria et Claviceps (El Khoury, 2016) qui contaminent généralement les aliments de
base et les aliments des animaux. Une seule micromycéte peut produire plus d'une
mycotoxine, plusieurs espéces de champignons peuvent proliférer dans la méme
plante - les deux circonstances conduisant a la cooccurrence de deux mycotoxines ou

plus (J.Tolosa et al., 2021; Feijé Correa et al., 2018).

Ce sont des composés chimiques non protéiques d’un faible poids moléculaire
(200 a 10 000 Dalton) hydrosoluble, peu volatile, stable en milieu acide et thermostable

(jusqu’a 250°C) (Kska., 2009 ;Ruppol et al., 2004 ;Guezlane et al., 2016)

I.2. Historique et découverte des mycotoxines

En 9¢ siecle, une épidémie nommé « Feu de Saint-Antoine » a était décrite
durant I'antiquité dont le nom est lié a la sensation de la brulure ressenti par les
malades. Cette toxico infection est causée par la consommation d’un aliment ou des
céréales infectés par des alcaloides secrétés par une Ascomyceéte du genre Claviceps

purpure. (Rkiba Z, 2020) ;hapeland-Leclerc F et al., 2005)

En 1900, au Japon la consommation du « Riz jaune » contaminé par une espece
du penicillium a entrainé des graves toxico- infections notamment hépatiques.

(Lahouar A, 2016) (Pitt & Hocking, 1997)

Entre 1942 et 1947, dans I’EST de la Russie une forte toxico infection s’est
apparut, 'Aleucie toxique alimentaire (ATA) provoqué par la consommation de la
farine provenant des blés et céréales contaminé par Trichothécéne, des mycotoxines
synthétisé par les Fusariumet Trichoderma. (Rkiba Z, 2020 ; Chapeland-Leclerc et al.,

2005)

A nos jours, les mycotoxines sont devenus un objet de recherche puisque
centaines de ces métabolites secondaire représentent un danger pour la santé

publique, et surtout qu’elles contaminent I’alimentation de base comme les céréales
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I.3. Nature et origine des mycotoxines

La formation de métabolites toxiques dans un substrat a la suite de leur attaque

par des moisissures peut étre le résultat de trois mécanismes différents:

a) Le champignon, en parasitant un végétal vivant, peut entrainer, soit une
exacerbation de certaines réactions métaboliques de la plante, conduisant a
des concentrations anormalement levées d’un constituant habituel, soit la
formation par le végétal de produits toxiques n’existant pas dans la plante
saine.

b) Le champignon peut transformer un composé peu ou pas toxique en un produit
toxique par le jeu des bioconversions. Ainsi, 'acide coumarique, présent en
faible concentration peut étre transformé par différentes moisissures en 4-
hydroxycoumarine, puis en dicoumarol, anticoagulant puissant.

c) La toxine est un métabolite propre de champignon: Aflatoxine,

Zéaralénone (Tabuc, 2007).

I.4. Mycotoxinogenése

La production des mycotoxines peut se dérouler: avant (e.g: les espéces du
genres Fusarium), pendant ou apreés la récolte (stockage) (e.g : les espéces du genre
Aspergillus et Penicillium) (Zinedine A, 2004). Les mycotoxines sont issues du
métabolisme secondaire fongique. Totalement différente du métabolisme primaire qui
est nécessaire a la croissance (synthétisé au cour de la phase de croissance) et en
commun entre toutes les espeéces fongiques, les métabolites secondaires sont
spécifiques aux souches impliqués dans leurs synthéses, indépendantes du cycle de
croissances du champignon mais elles répondent a des signaux requs de
’environnement et produite au cour de I'idiophase (phase stationnaire) (Lahouar A,

2016 ;Adams, 2002 ; Yannikouris et al.,, 2002)

Les mycotoxines sont classé en 3 classes selon leur voie de biosynthese, selon

Turner en 1971, Steyn en 1980 et Turner & Albridge 1983 :

1. Les composés dérivés des acides aminés (peptides): I'alcaloide de I'ergot

(ergotamine), la roquefortine, 'acide cyclopiazonique, acide aspergillique, les

7|Page
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fumitémorgenes, gliotoxines, sporidesmines, tryptoquivaline, dicéto-
pipérazines etc.

Les composés dérivés des terpenes : la toxine T2, déoxynivalénol, fusarénone,
diacétoxyscirpénol, roridines, verrucarines, trémorgenes etc.

Les composés dérivés des polycétoacides (polyacétates) : les ochratoxines, les
aflatoxines, les zéaranélones, les fumonisines, la citrinine, I’acide pénicillique, la

patuline, les rubratoxines, les stérigmatocystines etc.

Ergopeptides,
fumigaclavines,

Alkaloides

e S OO Glucose
{  Cyclosporing, | D.‘HA’I‘ST l
i gliotoxine, Irvotonhane
{ fumitremorgénes | YPIOoP Glucose-6-P
Peptides cycliques &« Acideaminés &« Triose-P
:.\\ nanarumanquesjj NRps aromatiques
Pyruvate
Acétyle-CoA
Acétate
v
PKS/NRPS pKS N
Hybrides {_ Polykétides Mévalonate
Ochratoxine A | | '
cide . | AﬂatDK]I.IEE, N ~
| : ) ; ; lovastatine, P lerpénes
\ cyclopiazonique i  fusarine,patuline, | |
fumonisine, || Tricothécénes,
i zéaralénone S aflatrem,
- aristolochéne

Figure 1 Les différentes voies métaboliques des Mycotoxines (El Khoury, 2016)
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I.5. Condition de la production des mycotoxines

Généralement les aliments/récoltes exposés a de hautes températures ou un
haut degré d’humidité et exposé aux moisissures peuvent fortement étre contaminés
par les mycotoxines. Certaines cultures sont tres favorable a leurs production comme
les céréales tandis que d’autres sont moins favorables pour ce processus, ¢a se peut
étre dus a des facteurs génétiques et a la teneur en nutriments suffisante pour cette

synthése (Zinedine A, 2004)
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Figure 2 Répartition principale des mycotoxines selon I'organisation BIOMIN pour I'an
2013 (Gauthier, 2016)

La répartition des mycotoxines dans le monde entier n’est pas obtenue par un
processus simple (Figure 2) (Gauthier A, 2016). La production des mycotoxines
dépends de plusieurs facteurs qui peuvent étre intrinseque (concernent la nature de la
souche) ou extrinseque (concernent les conditions de I’environnement) (Zinedine A,

2004)
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I.5.1. Facteurs intrinséques

Concernent la nature de la souche et sa toxinogénécité, eu sein d’'une espéce
toxinogene on peut trouver des souches fortement toxinogenes et d’autres qui
présentent une faible toxinogénécité. Ca peut dépendre sur le stade de

développement de la souche productrice (Zinedine A, 2004)
I.5.2. Facteurs extrinseques

Ce sont les facteurs environnementaux qui affect la croissance fongique et la

toxinogénécité de la souche a savoir :

L’activité de Peau (Aw): qui joue un rdle principale dans Ia
germination des spores et la croissance du mycélium. L’exigence
des moisissures en eau varie d’une souche a une autre et elles sont

classées en 3 groupes :

o Les espéces hygrophiles dont les spores germent a plus de 90% et
leur croissance optimale située a 100% d’humidité relative
(Mucorsp.).

o Les espéces mésophiles dont les spores germent entre 80 et 90% et
leur croissance optimale se situe entre 95 et 100% d’humidité
relative (Alternariasp., Penicillium sp.).

o Les espéces xérophiles dont les spores germent a moins de 80% et
leur croissance optimale se situe entre 95 et 100% d’humidité

relative (Aspergillus., Penicillium). (Zinedine A, 2004)

10|Page



Les Mycotoxines

Tableau I Activité de I'eau Aw necessaire pour le développement de quelques

moisissures (Zinedine A, 2004) (OMS, 1990)

Moisissures Aw
A. Ochraceus 0,83-0,87
» Flavus 0,78
A. Niger 0,88
A. Cyclopium 0,87-0,90
Fusarium 0,80-0,92

Température et pH

La température peut agir directement sur la croissance des moisissures et la
production des mycotoxines, dont la température idéale pour la croissance des
moisissures est de 20°C a 30°C et qui peut croitre en un vaste intervalle de 4°C a 40°C.
Certaines espéces thermophiles peuvent croitre en une température avoisine de 55°C
e.g: A. fumigatus. En générale, la température requise pour la production des

mycotoxines est inferieure a celle de la croissance des moisissures. (Zinedine A, 2004)

Le pH est un facteur important dans es deux processus, la plupart des
moisissures croissent dans des pH acides et tolérent les valeurs les plus basses

(Zinedine A, 2004)
Le substrat
Les glucides présentent la source du carbone la plus utilisé par les moisissures
pour la production des mycotoxines, la présence de quelque substances spécifique
dans les aliments provoque la production de mycotoxines comme le saccharose et les

acides aminés donc la contamination d’un denrée alimentaire par les moisissures

dépend de la nature du substrat et des glucides disponibles (Zinedine A, 2004)
1.6. Effet sur la santé

Les mycotoxines provoquent des effets néfastes sur la santé suite a une

exposition aiglie ou chronique, elles peuvent avoir des effets cancérogenes,
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mutagéenes, toxiques pour la reproduction, immunomodulateurs, ostrogéniques,
nécrosants, neurotoxiques, néphrotoxique, hépatotoxiques, hépatotoxiques (Tableau 2)

(Brauchard G et al., 2009)

Les interactions entres des différentes mycotoxines au cas d’une co-exposition
et ses impacts sur la santé humaine et animale n’est pas bien définit et pas
suffisamment exploité, elles peuvent étre synergiques, antagonistes ou additives.

Toutefois, cet aspect toxicologique est peu documenté. (Brauchard G et al., 2009)
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Tableau I

Principales

principales  moisissures

mycotoxines  faisant

I'objet
productrices

Les Mycotoxines

associés,

de

seuils
denrées

drégquement contaminées et effets toxiques majeurs (AFSSA, 2009; CAST,
2003; Krskaand et al., 2008). Et recommandations du

'EFSA

concernant la

(Brauchard G et al., 2009)

dose

journaliere tolérable de certaines

JECFA, du SCF ou de
mycotoxines.

Mycotoxines  Moisissures toxinogénes Denrées contaminées Effets Dose journaliére
tolérable
AflatoxineB1, Aspergillus  flavus  Aspergillus Mais, arachides, blé, graines de Cancérogénicié La consommation la
M1 parasiticus. A.nomius coton, noix, riz, fruits secs et , Génotoxicité, plus faible possible
épices. Immunotoxicit
¢,
Ochratoxine  Penicillium verrucosum, Céréales, grains de cacao et de  Néphrotoxicité 120 ng/kg/semaine
A A.ochraceus, A.carbonarius. café, vin, jus de raisin, biére, Immunotoxicit
épices, boudins et rognons. é, 100 ng/kg/semaine
Tératogénicité,
Patuline P.  expansum, A.  clavatus, Pomaceae (Pommes, poires) jus Neurotoxicit 0,4png/kg/jour
Byssochlamysnivea. defruits. é,
Génotoxicit
é’
Cytotoxicité
Trichothécén F. graminearum,  F.culmorum, Céréales (blé, mais, orge, sarrasin, Immunotoxicit 60ng/kg/jour
¢(DON) F.sporotrichoides  F.langsethiae, seigle, millet, riz, avoine), €
F.tricinctum, F.poae, F.solani, fruits(bananes Effet
F.equiseti hématopoiétiq
ue
Troubles
digestifs
Céréales (blé, mais, avoine, orge, riz, Génotoxicité, 60ng/kg/jour
Trichothécén  Fusarium tricinctum, F.langsethiae, F. féves, soja) Immunotoxicit
e sporotrichioides, F. poae, é,
(T-2 et F.solani,
ToxineHT-2) 1-¢4isett
Fumonisines Fusarium verticillioides, Céréales (mais,riz). Cancérogénicié 2pg/kg/jour
B1,B2,B3 F.proliferatum. Neurotoxicité
Zéaralénone  F.gaminareum Céréales (mais, orge, soja,blé, Immunotoxicité 0,5pg/kg/jour
F.culmorum riz).
0,2pg/kg/jour
Alcaloidesd’e  Clavicepspurpurea, Seigle, bl¢, triticale (croisement entre Neurotoxicité,
rgot C.paspali, C.fricana, bl¢ et seigle) Troubles digestifs, _
C.fusiformis Vasoconstriction
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L’Ochratoxine A

2.1 Définition & structure

Les Ochratoxines A, B et C est une famille des métabolites secondaires produites
par des champignons dont I’Ochratoxine A est connue d’étre la plus abondante et la plus
toxique (Gauthier 2016) (Yanfei et al., 2018). L’OTA est produite par plusieurs
champignons filamenteux : Aspergillus ochraceus, A. carbonarus, A. niger et Penicillium
verrucosum (Travis et al., 2015). L'OTA s'est avéré étre I'un des contaminants les plus
courants des aliments comme les céréales, le café, le vin, les fruits secs, les noix et les
produits a base de viande (Yanfei et al., 2018 ; Fink, 2005; Gagliano et al.,2006) et méme
dans les plantes médicinales et les bouteilles d’eau selon des études récentes (Yanfei et

al., Chen et al., 2015; Shim et al., 2014; Veprikova et al., 2015)
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Figure 3 Structure chimique des Ochratoxines A,B,C (Gauthier, 2016)

L’Ochratoxine A a étais isolé en 1965 pour la 1ere fois par des chercheurs sud-
africains a partir de la semoule du mais contaminé par I’Aspergillus ochraceus, puis
identifié dans les Etats Unis en 1969 (Frantisek et al., 2016)(Rouvrier, 2002 ; Wei den

Burner, 2001)

Les Ochratoxines sont dérivés de I’acide aminé Phénylalanine. L’Ochratoxine A est
constitué du 3-méthyl-5- chloro-8-hydroxy-3,5-dihydrocoumarine, couplé par une liaison
peptidique ( liaison covalente entre un groupement carboxy et une amine), sa formule
brute est: C;oHisCINOg, sa dénomination compléte: L-Phénylalanine, N-((5-chloro-3,4-

dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-1H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl)-(R)-isocoumarine
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(Gauthier, 2016). Et sa domination selon I’Union International de Chimie Pure et Appliqué
(IUCPA) : N-{[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-méthyl-1-oxo-3,4-dihydro-1H-isochromén-7-
yl]carbonyl}-L-phenylalanine (Moez , 2019)

HO Qo
H O
(/] T E"-\. .-"'|l1"“ K

3 By 4
Ochratoxin A “Tg, ~2 CH,

Figure 4 La structure chimique de I'Ochratoxine A(en Bleu : Phénylalanine, en Rouge :
Déhydro-isocoumarine, en vert: Hydrogénes acidiques) (Tamas et al., 2016).

Des recherches on pourvit que I'OTA provoque une Néphrotoxicité,
hépathotoxicité, embyotoxicité, Neurotoxicité, Immunotoxicité comme elle est
tératogéne et carcinogénique (Frantisek M et al., 2016 ;Weidenbach A et al.,2004 ; Sava
V, 2006 ; Sava V, 2007 ; Pfohl-Leszkowikz A et al., 2007 ; Malir F et al., 2013a ; Malir F et al.,
2013b). Elle est classée comme un agent carcinogene du groupe 2B (agent peut étre
cancérogéne pour "Homme) par I’Agence International de la Recherche sur le Cancer
(IARC) et par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Yanfei et al., 2015 ; Boesch et

al., 2008; Malir et al., 2016)
2.2 Moisissures productrice
2.2.1 Aspergillus carbonarius

Les conidiospores sont formés de stipes lisses de 2 a 3 pm de long, les
vésicules sont sphériques d'un diametre de 60 a 90 pm, les métules de 12 a 18 ym
de long, les phialides de 9 a 15 ym de long, les conidies sont sphériques et de 6 a
8 um de diameétre, noir et rugueux (et parfois couvert de pointes) de maniere

trés caractéristique (ANSES, 2012)
2.2.2 Aspergillus ochraceus

Les conidiophores sont formés de stipes Iégerement rugueux (cellules jaunatres)

de 1a1,5 pm de long, les vésicules sont sphériques de 25 a 50 um de diametre, les métules
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de 15 a 0 ym de long, les phialides de 9 a 12 ym de long, et les conidies sont lisses,

sphériques et de 2,5 a 3,5 pm de diametre, lisses ou l[égérement rugueuses (ANSES, 2012)
2.2.3 Pénicillium verrucosum

Les conidiophores ont des stipes rugueux caractéristiques de 200 a 500 pm de
long et se terminant en brosses, certains isolats ayant trois ou quatre verticilles et
d'autres deux ou trois verticilles avec 1 ou 2 ramifications par stipe, les métules mesurent
de 7 a 15 ym de long, le flacon- en forme de phialides de 7 a 9 ym de long, et les conidies
sont lisses, sphériques et de 2,5 a 3,5 um de diametre, ou plus rarement subsphériques a
ellipsoidales et de 3 a 3,5 um de long. Les deutéromycetes responsables de
contaminations se multiplient par un cycle végétatif dans le milieu et se propagent grace

aux conidies (formes asexuées) produites dans les conidiophores (ANSES, 2012)

Vesicle

Metula

ifs S5} Phialide
| 0 Metula

__-u'
SR o
oo
Lk

- i, |+———— Stipe
Peniciflium verrucosum

Figure 5 Schéma descriptive des souches productrices de I'OTA Aspergillus carnarius, A
ochraeus et Penicillium verrucosum (ANSES, 2012)
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Aspergillus ochraceus est décrit comme étant mésophile xérotolérant. Sa
croissance se manifeste entre 8 et 37 °C avec un maximum entre 24 et 31 °C. Les
conditions d'activité en eau les plus favorables sont toutefois de I'ordre de 0,95 a 0,99 Aw.
A. ochraceus est retrouvé dans divers produits alimentaires d'origine végétale comme les
produits secs (haricots secs, graines de soja, épices, olives, fruits secs, noix de pécan,
pistaches, cacahuétes et noisettes) et dans les céréales (riz, avoine, Mais). A. ochraceus a
aussi été retrouvé dans des produits d'origine animale comme des fromages, salaisons,
poissons ou viandes séchées. Penicillium verrucosum croit lentement en présence
d'activité en eau faible (Aw<0,80) et a basse température (entre o et 31 °C, avec un
maximum a 20 °C). Il est confiné aux zones tempérées ou froides. Les supports potentiels
de développement de P. verrucosum sont les céréales en Europe centrale, en Europe du
Nord et au Canada. A.carbondrius est la principale origine d'OTA dans les vignobles
francais, alors qu'en Espagne et en lItalie, A. niger participait aussi, a un niveau
relativement faible, a la production de I'OTA. Les Penicillium se développent au cours de
la maturation du raisin, cependant ils n'ont aucune incidence sur la production de I'OTA

(Sophie etal., 2006)
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Tableau Ill Caractéristiques de la croissance et de la toxinogenése des Aspergillus

et Penicillium producteurs d'Ochratoxine A (ANSES, 2012)

A. carbonarius A. ochraceus P. verrucosum

Growth Mi Opt Max Min Opt Ma Min Opt Max
n X

Températur 10 30 41 8 24 - 31 41 0 20 31

e

pH 2 5.6 10 2.2 5.6 10 2.1 5.6 10

aw 0.8 0.96 / 0.77 0.95 - / 0.80 0.95 /
5 0.99 0.99

% CO; / / / / / 8o% |/ / /

Toxinogenese | Mi Opt Max Min Opt Ma Min Opt Max
n X

Températur | / 15-30 / 25-30 / 0 20 31

e

pH / / / / / / 5.6 /

aw 0.8 0.93 - / 0.85 0.95 / 0.86 0.92 /
7 0.98

% CO, / / / / 307% / / /

2.3 Biosynthese

Plusieurs voies de biosynthese ont été proposées pour OTA. Sa biosynthése a été
prédite a l'origine par sa composition structurelle; ce consiste en une fraction
dihydrocoumarine liée a la L-phénylalanine. Selon Huff et Hamilton (1979), Harris et
Mantle ont émis I'hypothese que le processus de biosynthése dominant de I'OTA était
I'Ochratoxine § — Ochratoxine a — Ochratoxine A, avec |I'Ochratoxine f — Ochratoxine
B — Ochratoxine A comme voie alternative (Yang et al., 2018; Harris et al,. 2001).
Cependant, Harris et Mantle ont proposé une voie différente pour la production d'OTA,
lIs ont proposé la biotransformation a partir d’OTB a OTa et enfin a OTA par liaison
directe avec la phénylalanine. Dans cette voie de biosynthése proposée, I'OTC n'était pas
un précurseur dans la biosynthése de I'OTA (Yang et al., 2018; Harris et al,. 2001). Harris et
Mantle ont également proposé une voie alternative dans lequel OTP était lié a la
phénylalanine puis transformé en OTB, avec une finale étape de chloration pour produire

de I'OTA. Dans cette voie, I'OTB était un intermédiaire important au cours de Ia
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biosynthése de I'OTA. (Yang et al., 2018; Gallo et al., 2012) ont suggéré une troisieme voie
de biosynthése potentielle. Ills ont émis I'hypothese d'une voie de biosynthése de I'OTA
similaire a la voie alternative proposée par Harris et Mantle, sauf qu'ils croyaient que

L'OTa était un sous-produit de I'hydrolyse de I'OTA.
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Figure 6 Voie de biosynthése de I'OTA suggéré par Harris et Mantle Propriétés Physico-
chimiques

L’OTA est un acide organique faible incolore, elle est soluble dans les solutions
organiques polaires, peu soluble dans les solutions aqueuses et soluble dans les solutions
aqueuses alcalines comme la solution du bicarbonate (Gauthier, 2016). Elle reflete une

fluorescence sous les ultraviolets : bleu dans les milieux alcalines et verte en dans les
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milieux acides, qui sont a I'origine des méthodes de détections (Gauthier, 2016 ; Azemar ,

2001).
Les propriétés chimiques sont exprimées dans le tableau suivant :

Tableau IV Les propriétés chimiques de I'Ochratoxine A (HSDB 2010, Akron 2010,
SRC 2010)

Propriétés Informations

Poids moléculaire 403,8°

Densité 1,366 g/mL®
Température de fusion 169°C*

Log Kow 4,74°

Solubilité dans I’eau 1,31 mg/L a 25°C
Pression de vapeur 7,56x10™"> mm/Hg a 25°C
Constante de dissociation 3,46°

Pka 7,1

2.4  Toxicocinétique de ’OTA

L’Ochratoxine A est une mycotoxine qui s’accumule facilement dans I'organisme,
qui est doté d’une absorption et distribution rapide, mais d’une élimination lente, ca c’est
due a sa haute capacité de se lier aux protéines plasmatiques particulierement I’Albumine
et a une métabolisation lente (Dieter et al., 2020) . La Toxicocinétique sera mieux détaillé

dans les titres suivants

2.4.1 Absorption
L’OTA est rapidement absorbé aprés une ingestion orale dans plusieurs especes
animales et méme chez ’homme (93% apres 8h d’ingestion) (Dieter et al., 2020 ; Studer-
Rohr et al., 2000) L’absorption de 'OTA se produit généralement au niveau de la partie

proximal du Jéjunum via un transport passive, et I’'absorption dans le Jéjunum (partie
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centrale de I'intestin gréle, en aval du duodénum et en amont de I'iléon) se fait contre le
gradient de concentration par I'intervention des transporteurs OAT (Organic Anion
Transport). La biodisponibilité de 'OTA dépend de I’espéce, la dose et la présence des

aliments dans I’estomac lors de ’administration (Dieter et al., 2020)

2.4.2 Distribution

L’Ochratoxine est caractéris€ par son grande affinité avec les protéines
plasmatiques particulierement I’Albumine chez toutes les espéces humaines et animale
Apreés une administration orale de 5ong/g d’OTA, on remarque que 0,02% d’OTA se trouve
sous forme libre dans le sang chez ’homme, 0,08% chez les singes, 0,01% chez les souris et
les cochons, mais 20% chez les poissons (Dieter et al., 2020). Ce qui rend sa distribution
facile, une élimination lente et la prolongation de son temps de demi-vie, selon des
études et aprés la prise d’une dose orale, 395ng de ’OTA marqué par le Tritium par un
volontaire male de 57 ans et 65Kg, ils ont remarqué que sa demi-vie a put atteindre les
20h les 6 premieres doses et que sont élimination est devenue plus lente avec une demi-
vie de 35 jours et une clairance rénale de 0,imL/min (Dieter et al., 2020 ; Studer-Rohr et
al., 2000). L’Ochratoxine A se distribue dans tout I’organisme avec des concentrations
différentes : Reins- Fois- Muscles- Tissus adipeux (Sophie et al., 2006) .Selon Woo et al.
(2012) dans une étude in Vitro ont remarqué qu’une dose minimal a put franchir la

barriere du placenta.

2.4.3 Métabolisation

OTalpha est le métabolite majeur de I'OTA, elle subit une hydrolyse par les
enzymes protéolytique : la carboxypeptidase et la a-chymotrypsine en aboutissant a la
formation de ’OTa qui non-toxique et la phénylalanine OTa a était détecté pour la 1ere
fois dans le caecum, le gros intestin et I’excrétion fécale apres une administration orale
de 'OTA, elle est généré par le microbiote intestinal chez les non ruminants et ’lhomme
(Gauthier , 2016) (Dieter et al., 2020 ; Ali et al., 2017) et par le microbiote des ruminants
comme chez les vaches et les moutons. L’OTalpha ne s’accumule pas dans les reins et est

facilement excrété (Dieter et al., 2020).

2|Page



L’Ochratoxine A

O ad 0O 0, OH
Ho 0 carboxy peptidass A @\I g Moo transferases
. - _ . - e Conjugation with
& ) Wy - glutathiane
OTalpha OTA o
c - gulfata

:':f‘b:l[:h'.;—g P450 = Blucuromic acig

o, o - hexoss
o H 0 Y
N a 0 o - peniosa
. 0O OH 0O

YCH,

€ OH ! 0

4-Hydroxy-0TA "MeH,0H

10-Hydroxy-0TA  ©

Figure 7 La voie métabolique de I'OTA chez I'homme et I'animal (Dieter et al., 2020)

Par l'intervention du Cytochrome P450, deux métabolites stéréo-isomeres moins
toxiques sont obtenues : 4-hydroxy-OTA et 10-hydroxy-OTA. Elles ont étaient détecté au

niveau des urines des rats intoxiqués. (Dieter et al., 2020).

Un autre métabolite toxique peut étre obtenu « Open-Lactone Ring » OP-OTA, sa
haute toxicité est due a la réversibilité de I'ouverture du cycle lactone ce qui aboutira a

’OTA (Dieter et al., 2020).

Une réaction électrochimique et photochimique de I'OTA peut générer des
métabolites Ochratoxine Hydroquinone (OTHQ) et Ochratoxine quinone (OTQ) un couple
redox, cette réaction méne a la perte d’un atome de Chlore qui se procéde par un radical
Aryle ce qui aboutit a la formation de I’Ochratoxine B (OTB). OTB, OTQ et OTHQ avec
I’intervention du GSH sous des conditions physiologique peut indiquer la formation des
métabolites qui peuvent influencer la Génotoxicité de I'OTA (Dieter et al., 2020;
Manderville, 2005 ; Pfohl Leszkowics et al., 2012)( Dieter et al., 2020 ; El Adlouni et dl.,

2000 ; Faucet-Marquis et al., 2006 ; Yang et al., 2015)
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Figure 8 Molécules réactives hypothétiques de I'OTA (Dieter et al., 2020)

2.4.4 Excrétion

L’Ochratoxine A est excrété a travers les urines et les selles. Chez ’homme la
voie urinaire est la prédominante pendant que chez les rats c’est la voie biliaire et
fécale (Dieter S et al., 2020 ; Dietrich et al., 2005). Les deux voies sont lentes a cause
de la grande affinité de I’OTA avec les protéines plasmatiques et la métabolisation
faible (Dieter et al., 2020). Selon Studer-Rrohr et al., (2000) 3% de la dose orale
d’OTA marqué par le tritium, a était excrété au quotidien par un volontaire male a
travers les urines pendant les 6 premiers jours, et avec un totale de 62% de la dose
prise apres les 73jours. D’autres expérimentations menées sur des rats ont démontré
que I’OTA et ses métabolites peuvent joindre la circulation entéro-hépatique, et selon
Fuchs et Hult, (1992) ont proposé que le degré de la circulation de 'OTA dans la
circulation entéro-hépatique, soit responsable de la variation de son temps de demi-

vie d’une espece a une autre (Dieter et dl., 2020).

L’excrétion rénale est particulierement importante, car le rein est I'organe
principalement ciblé par la toxine, ’OTA est fortement liée a I’Albumine ce qui rend sont
élimination par voie glomérulaire impossible, donc elle suit la sécrétion tubulaire. Des

transporteurs interviennent dans cette voie: OAT1 et les Multidrug-resistence proteins
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(MRP) 2 et NPT 4 . La réabsorption de 'OTA et es métabolites est la cause principale de

son accumulation de les reins et aussi de sa lente excrétion. (Dieter et al., 2020).
Transfer de ’OTA au lait maternel

Les études on montré que des taux élevé d’OTA ont étaient surveillé dans le lait
maternel pendant les premiers jours de "accouchement, et que la concentration de I’OT
alpha était inferieure a celle de "OTA (30 *+ 40 ng/L Vs 106 * 45 ng/L), malgré que le taux
de I’OTalpha était plus élevé (840 * 256 ng/L) (Dieter et al., 2020 ; Mufioz et al., 2014).

2.5 Toxicité

L’OTA est connue comme un agent: neurotoxique, immunotoxique,
hépatotoxique, néphrotoxique, carcinogénique, tératogéne (en association avec la
toxicité maternelle) et provoque des lésions histophathologiques. En 1993 "Ochratoxine
A est classé par IARC dans la classe 2B comme agent qui peut provoquer des cancers chez
’lhomme en en basant sur pleins d’étude réalisé, et par la NCI/NTP (National Cancer
Institute/ National Toxicological Program) comme agent avec un potentiel cancérigene
rénale le plus élevé, sa toxicité varie selon :le sexe, 'espéce et le type cellulaire (Tamas et

al., 2016) (El Khoury et al., 2010)

2.5.1 Neurotoxicité
Selon des recherches, ’OTA provoque de mal formations au niveau du systéme
nerveux pour les nouveaux née, et Solea et al on reporté que la toxine peut étre 'origine
des Iésions et des dégats au niveau du systéme nerveux (El Khoury et al., 2010 ; O’Brien et

al., 2001)

2.5.2 Immunotoxicité
L’OTA est reconnue comme un fort immunosuppresseur dans les fortes et faibles
doses. Elle joue un réle dans l'inhibition de la prolifération des lymphocytes B et T, et
provoque l'arrét de la synthése des Interleukines 2 et leurs suppression, comme elle
provoque la régression du Thymus et une lymphopénie.et aussi elle bloque les cellules
Natural Killers et la production des interférons (El Khoury et al., 2010; Petzinger et al.,

2002)
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2.5.3 Néphrotoxicité

Les reins sont les principaux organes cible de I’Ochratoxine A (Tao et al., 2016 ;
Liang et al., 2015) Une exposition a ’OTA peut provoquer un tumeur rénale chez les
rongeurs et les volailles ( Tao et al., 2016 ; Bondy et al., 2015) en plus de nombreux
chercheurs on déclaré qu’il peut y avoir une association entre I’exposition a 'OTA et la
néphropathie endémique des Balkans (BEN), Chronique Intestinale Néphropathy (CIN)
(Tao et al., 2016 ; Travis et al., 2015) une exposition aigue provoque une détérioration des
fonction tubulaires post-proximales, augmentation de I'excrétion NaCl et diminution de
H* K*, une exposition chronique entraine une réduction du débit sanguin rénale qui

résulte en une diminution de la filtration glomérulaire (Sophie et al., 2006)

2.5.4 Hépatotoxicité
Certaines recherche ont démontré que le stresse oxydatif induit par I'OTA
provoque une hépatotoxicité, il induit une Cytotoxicité et apoptose dans les hépatocytes

(Hyee et al., 2019)

2.5.5 Génotoxicité
L’OTA est génotoxiques dans le test de répartition de ’ADN chez I’Escherichia Coli,
elle augmente le taux d’échange de chromatides sceurs et induit la formation de
micronoyaux dans les cultures cellulaires de vésicules séminales ovines. Elle induit des
cassures monobrins d’ADN dans différents tissus ou cellules de souris in vivo et vitro

(Sophie et dl., 2006)

2.5.6 Cancérigéne
L’OTA est un agent cancérigéne, elle induit des tumeurs rénales, hépatiques,
mammaires et testiculaires. La toxine est classé par 'lARC dans la classe 2B comme étant

un produit peut étre cancérigéne pour ’lhomme (Sophie et al., 2006).

2.5.7 Tératogéne
Pour son effet embryologique, un taux de mortalité prénatale élevé a était
observé, en plus des anomalies au niveau du systeme nerveux, yeux et squelettes axiale
chez des feetus et la structure craniofaciale. Chez des rats apres 2 doses de 2,5 mg/kg p.c

d’OTA par voix orale durant 8¢ et 9° jours de gestation, ils ont observé: une
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augmentation de résorption des feetus, diminution du nombre moyen de fcetus par

femelles, baisse du poids du feetus et du placenta (Sophie et al., 2006)

2.6 Mode d’Action

2.6.1 Inhibition de la synthése des protéines

Un effet tres important de I'OTA, c’est l'inhibition de la synthese des protéique
(Fahimeh et al., 2021; Weidenbach et al., 2000). Par ce mécanisme, I'OTA inhibe et
diminue la croissance et la prolifération cellulaire, Il a été démontré que l'inhibition de
I'ARN-t de la phénylalanine est I'un des principaux mécanismes de I'OTA. Bien qu'il ait été
démontré que la phénylalanine et un fragment chimique de I'OTA joue un réle majeur en
tant que compétiteur entre la phénylalanine et la toxine, la structure de l'isocoumarine
est plus importante dans cette interaction que la fraction phénylalanine car Ia
modification de la structure de l'isocoumarine a un impact significatif sur cette action
(Fahimeh et al., 2021; Xiong et al., 2020). Des études, bien sir, ont fourni des preuves a
I'appui de I'importance des structures isocoumarines de I'OTA. Il est important de noter
que des études menées par des chercheurs ont montré que les effets de I'OTA sur la
phénylalanine hydroxylase et la phénylalanine t-RNA synthase se produisent apreés de
fortes doses d'Ochratoxine. Bien que des méthodes non spécifiques d'inhibition de la
synthese des protéines aient été proposées, I'OTA est particulierement efficace dans la

transcription de nombreuses protéines (Fahimeh et al., 2021; Hong et al., 2002).

2.6.2 Apoptose
L'OTA peut directement provoquer la mort cellulaire par Apoptose et nécrose (Lioi
et al., 2004). L’Ochratoxine peut également induire des changements dans I'expression
de différents genes et peut étre I'une des causes les plus probables d'Apoptose (Gekle et
al., 2000 ; Sorrenti et al., 2013). Les modifications du niveau de transcription de nombreux
génes, tels que GADD153, GADD45, p53 et la clustérine, sont impliquées dans les
dommages a I'ADN et contribuent également a la mort cellulaire (Liihe et al., 2003 ; Qi et

al., 2014).

Des études sur des cellules hépatiques et rénales de rat ont identifié I'Ochratoxine
comme I'un des promoteurs tumoraux les plus importants et ont également montré

['activation et I'expression de protéines impliquées dans I'Apoptose telles que MAPK,
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ERK, p38 et JNK (Horvath et al., 2002). Une autre étude a suggéré la mort cellulaire
apoptotique dans les cellules HT22 de I'hippocampe de souris (Yoon et al., 2009). Il est
clair que la cytotoxicité induite par I'OTA et la réponse protéomique peuvent indiquer une
neurodégénérescence. La neurotoxicité induite par I'OTA semble étre, au moins en
partie, médiée par I'apoptose, et I'OTA peut contribuer a la pathogenése de maladies
neurodégénératives (par exemple, la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson)
dans lesquelles les processus apoptotiques sont impliqués de maniéere centrale (Zhang et
al., 2009). On peut dire que I'Ochratoxine peut induire une nécrose, des lésions
cellulaires, I'apoptose et finalement la mort des cellules cérébrales (Weidenbach et adl.,
2000 ; Zhang et al., 2009). La neurotoxicité dans les astrocytes humains par apoptose et
surcharge de calcium intracellulaire a également été rapportée dans des recherches

récentes (Park et al., 2019).

2.6.3 Impact sur la mitose

Bien que diverses études aient décrit la toxicité de I'OTA en tant qu'agent
cancérigéne, |'effet direct de la toxine sur I'ADN n'a pas été discuté. Des études sur des
cellules rénales humaines suggerent que I'OTA pourrait étre un promoteur de la
formation de tumeurs et un inducteur apoptotique en altérant la division. Il a été indiqué
que I'OTA joue un réle important en tant qu'inhibiteur de I'histone acétyl transférase
(HAT) et de la division cellulaire (Fahimeh et al., 2021 ; Adler et al., 2009). De plus, I'OTA
inhibe les THA avec un mécanisme épigénétique qui conduit a Il'induction de tumeurs

rénales et a la mutabilité génétique (Fahimeh et al., 2021 ; Adler et al., 2009 ; Mally, 2012).

Des résultats ont établi que I'OTA provoque des ruptures de brins d'ADN suite a
des altérations de I'expression des genes Rad18, Brip1, Brcc3 et chekst, il s'agit de génes de
réparation de rupture de double brin d'ADN (DSBR). Une autre étude qui a était réalisée
afin de mettre en évidence les mécanismes moléculaires favorisant la néphrotoxicité de
I'OTA a montré que I'OTA induit des dommages a I'ADN et un arrét de la phase S dans les
cellules rénales embryonnaires humaines, suite a la formation de queues de comeétes a

ADN (Kamal et dl., 2020 ;Hibi et al., 2013 ; Yang et al., 2014).
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2.6.4 Induction du stresse oxydatif

Le stress oxydatif reflete un déséquilibre entre la manifestation systémique des
espéces réactives de 'oxygeéne (ROS) et la capacité d'un systeme biologique a détoxifier
facilement les intermédiaires réactifs ou a réparer les dommages qui en résultent. Les
perturbations de I'état Redox des cellules peuvent provoquer des effets toxiques par la
production de peroxydes et de radicaux libres qui endommagent tous les composants de
la cellule, y compris les protéines, les lipides et I'ADN (Yanfei et al., 2018 ; Chandra et dl.,,
2015). L'OTA a induit des perturbations biochimiques importantes accompagnées d'un
stress oxydatif stress nitrosatif, des modifications histologiques et une fragmentation

accrue de I'ADN dans les reins. (Yanfei et al., 2018 ; Abdel-Wahhab et al., 2016).

Le stress oxydatif induit par I'OTA et I'apoptose peuvent jouer un réle clé dans le
développement de la toxicité de I'OTA. Dans des études, I'OTA pourrait provoquer des
modifications dégénératives des cellules épithéliales dans les cellules PT et hépatiques, ce
qui pourrait avoir un effet négatif sur les performances de croissance des porcelets
(zhang et al., 2016). Il a été démontré que I'expression de I'oxyde nitrique synthase
inductible (iNOs) et la nitration des protéines sont marquées par I'exposition a I'OTA qui
donne lieu a la production de ROS/RNS dans la lignée cellulaire rénale normale de rat et

dans les cultures d'hépatocytes de rat (Kamal et al., 2020 ; Marin-Kuan et al. 2011).

L’OTA réduit les niveaux de glutathion réductase dans les lignées cellulaires, et
I'épuisement des antioxydants. Ces réactions ont entrainé une diminution des défenses
antioxydantes et une augmentation des niveaux d'oxydation de I'ADN, des lipides et des
protéines. De plus, il a été remarqué que le stress oxydatif associé a I'OTA sous-estime la
capacité de défense des cellules contre les antioxydants et induit une cytotoxicité dans
les cellules, entrainant des dommages oxydatifs a 'ADN (Kamal et al., 2020 ; Marin-Kuan

etal.2011)
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Tableau V études in vivo réalisé sur le stress oydarif (Yanfei et al., 2018)

Animal Durée Dose But d’étude Résultat Références
Rats male 3 semaines OTA Evaluation du réle de protection de nanoparticules du L'OTA a diminué l'expression des genes des GPX et SOD
Sprague 3mg/kg Chitosane (COS-NPs) seule ou avec Quercetine (Q) contre (Abdel-Wahhabet al.,
Dawley stresse oxydatif et génotoxicité rénale 2017)
Rats 1 semaine 0,1 ou4 Analyser la relation entre la néphrotoxicité¢ de I’OTA et le poids corporel a diminu¢ et I'expression de I'ARNm de certains génes a (Zhuet al.,2016)
mg/kg néphrotoxicité induite par une intoxication aigu par ’OTA  augmenté en fonction de la dose. Certains indicateurs de stress oxydatif ont été
d’OTA altérés au niveau des reins (ROS et SOD) et du foie (SOD et GSH).
Rats Sprague 2 semaines 0,5 mg/kg Etude sur le role du stresse oxydatif dans le développement ~ L'OTA induit une altération de la dégénérescence glomérulaire et tubulaire et (Ciarcia et al., 2016)
Dawley male d’OTA de la néphrotoxicité induite par I’OTA et I'effet d'un des infiltrats interstitiels et que 1'utilisation de rMnSOD associée a 'OTA
adulte nouveau manganese mitochondrial recombinant contenant prévient ces Iésions histologiques rénales
10mg/kg du superoxyde dismutase (rMnSOD) pour prévenir les
RMnSOD dommages rénaux induits par 'OTA
Rats Albino 2 semaines 0,5 mg/kg Etudier l'effet alleviative possible de la myricétine (MYR) Le stress oxydatif était 1'un des mécanismes impliqués dans la toxicité de (Abd El-Haleem et al.,
male et d’0TA contre les dommages induits par I'OTA dans le cortex rénal  1'OTA, MRY a partiellement amélioré les 1ésions rénales induites par 'OTA 2016
adulte des rats
+MYR
100mg/kg
Rats 6 semaines AJR 150 & Evaluer les effets curatifs du jus d'Aloe Vera (AVJ) sur la L'OTA a diminué la capacité antioxydante (GSH et vitamine E, SOD, CAT et (El-Shafieetal.,2015)
300 mg/kg + néphrotoxicité induite par 'Ochratoxine (OTA) A chez le gpX) des rats. AVJ a effet curatif bénéfique sur la néphrotoxicité induite par
0,5 mg/kg rat I'OTA chez le rat.
d’OTA
Rats Sprague 2 semaines 0,5 mg/kg/jr  Etudier I'effet du Lycopéne contre les effets toxiques L'OTA a entrainé une diminution de l'activité CAT et des niveaux de GSH, (Palabiyiketal.,2013)
Dawley male d’OTA+ 5 rénaux de I'OTA. mais une augmentation de l'activité SOD.
adulte mg/kg/jr
Lycopene
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Des concentrations significativement plus élevées de protéine carbonyle dues a
la peroxydation lipidique des cellules rénales et hépatiques ont été observées,
confirmant que le mécanisme de la toxicité médiée par I'OTA implique un stress
oxydatif, non seulement en déclenchant la peroxydation lipidique, mais également en
affectant les protéines (Yanfei T et al., 2018 ; Sorrenti et al. 2013). De méme, il a été
démontré que la production de ROS, a savoir I'anion superoxyde (02), le radical
hydroxyle (OH) et le peroxyde (ROO) stimule les dommages aux cellules du tubule
proximal en réponse a |'exposition a I'OTA, induisant une large gamme des lésions
dans la cellule. D’autres études ont suggéré que la toxicité de I'OTA pourrait
également étre attribuée a son isocoumarine tout en impliquant le groupe lactone
carbonyle et en engageant les voies de mobilisation Fe2+ et Ca2+, ce qui conduit au
découplage de la phosphorylation oxydative et a I'augmentation du niveau de radical
hydroxyle par la réaction de type Fenton tout en décrivant un comportement pro-

oxydant de la cellule (Yanfei et al., 2018 ; Sorrenti et al., 2013 ; Zheng et al,. 2013)
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Figure 9 Effets du stresse oxydatif induit par POTA (Kamal et al., 2020)

2.6.5 Inhibition de la production de I’énergie cellulaire

L'adénosine triphosphate (ATP) fournit I'énergie nécessaire aux réactions

chimiques, a la locomotion et a la division cellulaire dans le métabolisme ou au

transport actif d'espéces chimiques a travers les membranes biologiques (Kamal et al.,

2020 ; Poor et al., 2014). Il a été découvert que I'OTA represse les protéines porteuses

de phosphate de la membrane mitochondriale interne, ce qui freine le transit des

électrons a l'intérieur des mitochondries et empéche les activités dépendantes des

électrons soutenues par le succinate. La chaine de respiration mitochondriale s'est

avérée d’étre bloquée et I'émission d'ATP a été largement affectée, ce qui a été

remarqué comme le premier effet de I'OTA, suivi d'une altération morphologique de

['organite (Kamal et al., 2020 ; Poor et al., 2014). Des études ont démontré que cet état

oxydatif des cellules a affecté le contréle respiratoire et la phosphorylation oxydative

des mitochondries isolées, entrainant une altération de la structure membranaire et
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des fonctions bioénergétiques ainsi qu'une déplétion en ATP dans les mitochondries

isolées du foie de rat (Kamal et al., 2020 ; Podr et al., 2014)

2.6.6 Perturbation de ’lhoméostasie calcique

[l est clair qu'une altération de I'homéostasie du calcium peut avoir des effets
sur la cytotoxicité cellulaire. Diverses études de |'effet de la toxine OTA in vivo sur
['homéostasie du calcium ont été étudiées (Benesic et al., 2000). Certaines études ont
montré que les cellules traitées avec I'Ochratoxine apres peroxydation lipidique sont
trés prédisposé a la perméabilité au calcium. Certains auteurs ont indiqué que
I'altération de la membrane du réticulum endoplasmique est directement liée a
['homéostasie calcique des cellules. Cela conduit a son tour a une prolifération

cellulaire anormale (Kamal et al., 2020)

De plus, des études montrent que l'altération de I'homéostasie calcique induite
par la toxicité de I'OTA est liée a une altération des membranes du réticulum
endoplasmique et également a une augmentation de la peroxydation lipidique. Il a été
indiqué que les effets de I'OTA affectent I'activité de la pompe a calcium du réticulum
endoplasmique rénal et diminuent également la respiration mitochondriale rénale et
I'absorption de calcium (Kamal et al., 2020 ; Pagliassotti et al., 2016). Conformément
aux études précédentes, les auteurs ont indiqué que I'OTA peut affecter la modulation
des niveaux de calcium intracellulaire dans le fibroblaste embryonnaire et en fin de
compte, en perturbant le calcium extracellulaire, peut produire un signal durable de

dommages aux canaux calciques (Kamal et al., 2020; Park et al., 2019).

2.7 Méthodes de détermination de I’OTA dans les denrées

alimentaires

Le réglement CE n° 401/2006 de la commission du 23 février 2006, a fixé des
méthodes de prélevements d’échantillons et d’analyses pour le contrdle des teneurs

des denrées alimentaires en mycotoxines (Sophie et al., 2006)

Des méthodes de dosages sont sélectionnées, pour pouvoir doser et
déterminer ’OTA dans les céréales et ses produits dérivés, dans l'orge et le café, le vin

et la biere (Sophie et al., 2006)
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Les méthodes d’extraction sont identifiées, elles se basent sur I’extraction
solide-liquide (échantillons solides), liquide-liquide (échantillons liquides), en
association des solvants de natures variables Chloroforme-acide phosphorique, tert-
butyl méthyl éther ou aussi méthanol-eau. L’utilisation de colonnes d’immuno-affinité
représente I’état de ’art pour la purification dans les denrées alimentaires (Sophie et

al., 2006) .

Les immuno-essais, comme I’ELISA et la RIA sont des techniques appliqué en
dépistage, la chromatographie couche mince est moins utilisé car elle est liée a des
performances limités surtout en ce qui concerne la spécificité et la précision de la

mesure (Sophie et al., 2006).

La technique la plus utilisé en Europe et méme en Amérique du nord est Ia
chromatographie liquide haute performance couplée a la détection fluorimétrique

(CLHP-FD) (Sophie et al., 2006) .
2.8 Prévention

Pour prévenir la croissance fongique sur les grains, vous devez les sécher
rapidement et complétement et les maintenir dans un endroit sec. Pour empécher la
formation d'OTA par A. ochraceus, I'activité du grain par I'humidité serait réduite a
moins de 0,8. La méthode la plus influente de stockage des grains comprend ; cuisson
a la vapeur, aération. Stockage scellé et atmosphére contrélée, en particulier dans les
régions tropicales et mi-tropicales dans lesquelles les dommages causés par les
insectes sont un probleme critique. Le stockage sous atmosphére contrblée est basé
sur |'application d'une atmosphére a faible teneur en oxygene ou a haute densité de
dioxyde de carbone. L'utilisation d'une atmosphére améliorée pour contréler les
insectes aide a controdler les champignons (Gholampour et al., 2012 ; Srif et al., 2008 ;

Amezqueta et al., 2009)
2.9 Réduction du taux ’OTA des denrées alimentaires

Il existe de nombreuses stratégies pour réduire le taux d'OTA, Ces méthodes
sont utilisées pour éliminer ou réduire le taux d'OTA. Ces différentes technologies sont
classées selon des méthodes physiques, chimiques et biologiques (Gholampour et al.,

2012; Amezqueta et al., 2009) , microbiologiques (Gholampour et al., 2012)
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2.9.1 Méthode physique

Les méthodes physiques comprennent la division, le tri, la purification ; peeling,
le but de la procédure de peeling est d'éliminer le plus contaminé. lls incluent
['utilisation de matériaux absorbants comme additif alimentaire lesquels seront
absorbés par I'OTA, en réduisant ainsi la fréquence biologique (Gholampour et adl.,

2012; Amezqueta et al., 2009).

2.9.2 Méthode chimique
Ces méthodes nécessitent des composés pour éliminer I'OTA. Nous utilisons de
I'ammonium, de I'hydrolysat alcalin, des bisulfites et de I'ozone dans certaines
procédures, ils ont étaient signalés comme un composé efficace pour éliminer I'OTA et
d'autres mycotoxines. Bien que certains résidus chimiques puissent subsister

(Gholampour et al., 2012 ; Abrunhosa, et al., 2006)

2.9.3 Méthodes microbiologiques

A l'aide de micro-organismes décomposant, absorbant ou modifiant
I'OTA, pour éliminer la toxine des produits contaminés ou lors de la
consommation de  mycotoxine  (Gholampour et al, 2012). Une
carboxypeptidase de Phaffia rhodozyma qui endommage plus de 90% de
I'OTA (Gholampour et al., 2012; Peteri et al., 2007). En plus de cela, des
bactéries spéciales appartiennent a Streptococcus, Bifidobacterium,
Lactobacillus, Butyribrio et Acinetobacter (Gholampour et al., 2012; Reddy et
al., 2010) et un champignon spécial appartient a Aspergillus, (A. fumigatus, A.
niger, A. carbonarius, A. japonicus, A. versicolor, A. goneii, A. ochraceus) et
Botrytis, Cladosporium, Phdffia, Penicillium, Rhizopus (R. stolonifer, R. oryzae)
(Gholampour et al., 2012; Abrunhosa,L et al., 2002) pourraient endommager
plus de 95 % de I'OTA in vivo. En tout cas, certains d'entre eux présentent des
dommages caractéristiques in vivo (Gholampour et al., 2012; Fuchs et al.,

2008)
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3.1 Introduction sur Les huiles essentielles

Le terme d’huile essentielle est connu depuis I"antiquité jusqu’a nos jours, son
célébrité est dil a ces nombreux utilisations dans la vie quotidienne de ’homme, dont
certains sont utilisés dons la médecine traditionnel pour traiter quelque maladies et

d’autres dans la cuisines grace a son aromes et son odeur agréable.

Les plantes sont utilisées depuis des milliers d'années pour combattre les
maladies. L’'un des premiers « ouvrages », traitant de leurs propriétés, a été rédigé en
Chine, environ 1 500 ans avant J.-C., intitulé Pen Tsao. Les plantes aromatiques étaient

brilées, ou mises a infuser ou a macérer dans des huiles végétales (Franci et al., 2012) .

3.2 Définition :

Selon I'association francaise de Normalisation (AFNOR) un huile essentiel est
définit comme un produit obtenue a partir d’une matiére premiére d’origine végétale,
aprés séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques soit par:
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de

I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche. (Hanif et al.,2019)

Un HE c’est un extrait liquide aromatique (odorant) et lipophile, composé d’une
part de molécules naturellement synthétisées par la plante et d’autre part, des
molécules de réarrangement, lors de la distillation. Obtenue généralement par
distillation a la vapeur d’eau a partir d’'une plante ou d’une partie de la plante, et qui
en concentre les actifs volatils. Elle représente la quintessence de la plante, riche d’une
grande variété de substance actives identifies trés précisément par analyse
chromatographique. Elle peut étre considérée aussi comme une substance aromatique
d’origine naturelle. Liquide et volatile, ces substances sont de consistance huileuse
mais sans corps gras, plus ou moins fluides voire rétinoides, trés odorante, volatile,
souvent colorées et qui renferment des molécules aromatiques sécrétées par certaines
plantes (feuilles, fleurs etc.) ou certains arbres (écorce, bois etc.). Il est possible
également d’extraire des substances aromatiques de fruits, de graines etc. elle est
séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de

changement significatif de sa composition.
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Pour simplifier 'huile essentiel ou essence aromatique c’est I’essence distillée

de cette plante aromatique. (Hanifet al., 2019 ; Brahmi, 2020 ; Clémence et al., 2018).

Selon la pharmacopée européenne, elle définit "THE comme un:«un produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiere
premiére végétale botaniquement définie, soit par extraction a la vapeur, soit par
distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile
essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » (Clémence et al., 2018)

3.3 Apercu historique

Le régne végétal, en tant que source naturelle d’énergie, offre a ’lhomme
I’aliment, ’hygiéne et la santé. Depuis longtemps, les parfums de ces végétaux sont
associés a des rites mystiques, artistiques et esthétiques. Les Egyptiens, sont les
premiers a tirer parti du regne végétal dans un souci esthétique et spirituel. Plus tard la
civilisation Arabe dont Bagdad, Bassora et Damas était les principaux centres qui
développent le commerce des épices et des aromates et donna une grande impulsion
a Part de distillation. Hermann Boerhave (1668 1738) fut 'un des premiers a décrire les

huiles essentielles d’un point de vue chimique.

L’aromathérapie est ensuite tombée dans I’oubli; il a fallu attendre le XXéme
siecle pour que les scientifiques commencent a s’y intéresser. En 1928 il y avait
’apparaitre du terme "aromathérapie" grace a un chimiste francais appelé « René-
Maurice Gatte Fossé »qui les redécouvre par hasard et qui avais publié un ouvrage
décrivant la relation entre la structure biochimique des huiles essentielles et ces

activités antimicrobiennes.

En 1929, le pharmacien Frangais Sevelinge, étudie les huiles essentielles en
médecine vétérinaire en confirmant le potentiel antimicrobien élevé de ces substances
aromatiques. En 1975, 'aromatologue Francais, Franchomme, a mis en évidence
Pimportance du chémotype (signifier les composants majeurs ou distinctifs présent
dans I’HE). ses études permit a I'aromathérapie de se positionner en tant que
médecine de Iavenir et de sortir de son image d’utilisation issue de la traduction

.Maintenant, Il existe approximativement 3000 huiles dont environ 300 sont
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réellement commercialisées, destinées principalement a I'industrie des arbmes et des

parfums. (Brahmi Mostapha,2020) ; (Mébarki; Hartani,2015).

3.4 Aromathérapie
Le terme aromathérapie vient du latin « aroma » signifiant odeur et du grec
« therapia » signifiant traitement ( brahmi, 2020 ; Charles,2014 ), donc C’est I'utilisation

des HE extraite a travers des plantes a des fin thérapeutique (Hervé ; Francoise, 2021)

3.5 Ladifférence entre ’Aromathérapie et la Phytothérapie

Depuis longtemps, "'aromathérapie a été considérée comme une branche de la
phytothérapie. Pour schématiser, il s’agissait alors des « méthodes naturelles » pour se
soigner. Elle utilise également des plantes, mais sous une autre forme : I'huile
essentielle. Il s’agit d’un liquide obtenu par entrainement a la vapeur lors de la
distillation d’une plante, de sa distillation séche, ou par expression a froid. De maniére

générale, les plantes contiennent trés peu d’huile essentielle.

La phytothérapie utilise les plantes, souvent séchées, pour créer des tisanes et
des gélules (compléments alimentaires) aux vertus thérapeutiques. Au contraire a la
phytothérapie, "'aromathérapie ne s’utilise que par voie interne : elle peut aussi étre

utilisée en usage externe, ou en inhalation (Giphar et al., 2019).

3.6 Lalocalisation des Huiles essentiel dans la plante
Les HE sont des sécrétions naturelles élaborées par la végétale et contenues
dans les cellules ou parties de la plante .la capacité de s’accumuler les essences
végétale est une propriété de certains plantes réparties au sein de ’ensemble du régné
végétale (BOUKHATEM et al,2019). Les HE sont produites dans des cellules
glandulaires spécialisées recouverte par une cuticule, elles se retrouvent dans tous les
organes végétaux tige,feuille, Racines fruit, fleurs. Ils sont stockées dans:
a. Les poches sphériques schizogénes: font partie des familles des Astéracées ,

Hypériacacées

b. Les poils glandulaires épidermiques : ce type se retrouvent chez les familles des

Lamiacées,Verbénacées
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C. Les canaux glandulaires lysigénes: retrouver chez Abiétacées et les
Cupressacées...

d. Comme elles peuvent aussi étre transporté dans I’espace intracellulaire lorsque
les poches a huile sont localisées dans les tissus internes. (Abadli et al.,, 2014 ;

Mébarki et adl., 2015).

Poche sécrétrice schizolysigene
de la feuille de Rue
ep . épiderme ; hyp : hypoderme ;
he : huile essentielle ;
ac : cellules chlorophylliennes.

Figure 10 Une poche sécrétrice schizolysigéne de la feuille de Rue (Gustave et al., 2011)
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Figure 10 un poil glandulaire épidémique (Menacer et al., 2011)

3.7 Role des HE dans la plante

Elles jouent un réle trés important dans la reproduction et la dispersion des
especes végétales par ce qu'elles permettent d'attirer les insectes pollinisateurs, aussi
ce sont des messages chimiques permit a la plante d’interagir avec son

environnement.

Cependant elles sont produites pour soigner les maladies, et traiter les
infections parasitaires. Et jouent un role protecteur face aux rayonnements du soleil.

(Mébarki et al., 2015).

3.8 Les composants actifs dans les HE et les propriétés physiques

3.8.1 Les composants actifs dans les HE

Les huiles essentielles sont le plus souvent composées de quelques molécules
présentes en grande quantité et complétées par beaucoup d'autres, a I'état de traces
demasse moléculaire relativement faible (Jesus,2016). Les compositions chimiques des

HE est un peu compliqué ils sont composées par deux fractions quisont :
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a. Fraction volatile (COV: composées organique volatile): présente dans
différentes organes de la plantes selon la famille , cette fraction est composées
de métabolites secondaires a partir d’unité isoprenique plus les réactions
d’addition de ces unités conduisent aux Terpenes , sesquiterpénes, diterpéenes,
et leurs produit d’oxydations tels que les alcool , cétones , aldéhyde , éthers et

ester terpéniques et qui compose I’essence végétale .

b. Fraction dite non volatile ( CONV ): composées principalement par des
coumarines , flavonoides , composés acétylénique , ainsi de lactones

sesquiterpénes, phénols | polyphénols (Abadlia ,Chebbour, 2014 )

3.8.2 Les propriétés physiques

Les essences végétaux composées par des molécules aromatiques avec une
trés faible masse moléculaire A température ambiante, elles sont liquides, rarement
visqueuses et tres inflammable, volatiles ce qui explique leurs caractére odorant,
presque toujours plus légeres que I’eau (densité < 1) et non miscibles a I’eau, sensible a
la lumiére (optiquement active), avec un pouvoir de réfraction élevé. (Baudoux et al.,

2017 ; Brahmi,2020 ; Taleb et al., 2015)

3.9 Les méthodes d’extractions des huiles essentielles
Plusieurs méthodes d’extraction sont mise en ceuvre pour extraire une essence
végétale. Le choix de la technique dépondra de la nature de la matiére premiére du

plante (graines, feuille, racine,... ), et son capacité de tolérer la chaleur.
On distingue trois principaux procédés qui sont :
3.9.1 Distillation

hydro distillation

C’est la méthode la plus simple et la plus ancienne figure 03. Donc il s’agit
d’immerger tous la matiére végétale dans I’eau sur un alambic chauffée par une source
de chaleur pour amener son contenu a I’ébullition. Lorsque la substance condensée

refroidit, 'eau et I'huile essentielle se séparent. L’eau résiduelle est parfois
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commercialisée sous ['appellation «eau forale«, «hydrosol» ou «hydrolat».

(Asbahaniet al., 2015).

réfrigérant |
principal |
4 ,"-?:.

. ; refrigérant
colonne  ___||° | secondaire
de distillation | ik

cohobage

' ! chauffe
hallon

Figure 11 Montage d'hydroditillation (Lucchesi et al., 2005)

Entrainement a la vapeur d’eau:

Dans ce montage (figure 04), la plante ne se placer jamais directement dans
I’eau, elle va traiter seulement a la vapeur d’eau qui va traverser la matiére végétale et
provoque par la suite 'ouverture des cavités de la plante qui libérent ainsi les
molécules des huiles volatiles qui sont entrainées vers le réfrigérant ou elle se
liquéfier. La température doit étre contrdlée et ajuster pour ne pas bruler la plante.
Cette méthode permit "'amélioration de la qualité de I'essence végétale (Brahmi,

2020 ; Florence et dl. ,2012)
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Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale
Eau florale +
huile essentielle

Chaleur —— /} /} } } )

AVAVAVAVAVAL

Essencier

Figure 12 Montage de I'entrainement a la vapeur: (Goudijil et al.,2016)

L’HYDRO-DIFFUSION

Elle désigne un autre visage de la méme forme de distillation a la vapeur (figure
05). Cette méthode utilise moins de vapeur, le processus d’obtention est plus court et
le rendement en huile est meilleur. La vapeur est introduite par le haut pour passer a
travers la matiére végétale choisie. La condensation du mélange de vapeur contenant
Phuile se produit sous la grille retenant la matiere végétale. L’essence végétale
obtenue contient des composées non volatiles donc I'appellation ca se différent

« essence de percolation ». (Abderrahim, 2018)
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Figure 13 Montage de d'hydrodiffusion (Abderrahim et al., 2018)

3.9.2 L’extraction au dioxyde de carbone (CO2) hypercritique

C’est une méthode récente, elle est trés colteuse, mais produit des HE. avec
excellente qualité (Lucchesi et al., 2005). El le fonctionne dans un circuit fermé (figure
07), il est non inflammable, non toxique, inerte vis-a-vis d’un composé réactif. Présente
une faible polarité a pressions tres élevées, il est parfois nécessaire d’ajouter un co-
solvant polaire permet de pallier a la faible polarité du CO. .il nécessitent une plante
bien sécher et broyer pour détruire les cellules avec une température et pression bien
déterminer. Le temps d’extraction est plus court (quelques minutes au lieu de
quelques heures). L’augmentation de la pression augmente le rendement global mais
ces pressions élevées favorisent ’extraction de composés lourds (lipides ou cires), la
sélectivité de I’extraction des fractions volatiles (HE CO,) est favorisée par une

pression d’extraction peu élevée (90 bar) (christophe et al., 2018)
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Figure 14 Montage d'extraction par CO2 (Fornari et al., 2012).
3.9.3 Expression mécanique a froid
C’est un procédé mécanique visant a récupérer I’huile essentielle logée dans la
peau (ou épicarpe) des agrumes, Cette technique consiste a gratter I'écorce du fruit
frais. On presse sans aucun chauffage ensuite le zeste obtenu pour en recueillir I'huile
essentielle de la matiére qui est par la suite libérée par la force mécanique qui

engendre la destruction des sacs oléiféres de I'épicarpe des fruits (Louis et al., 2019)

EXTRACTION ASSISTEE PAR MICRO-ONDES

C’est une nouvelle technique qui combine entre I'utilisation des micro-ondes et
d’autres méthodes traditionnelles. dans cette technique la source végétale est
chauffée par micro-onde dans une enceinte fermé dans laquelle la pression est réduite
du maniére séquentielle ainsi que la matiere végétale est traitée par la vapeur d’eau
pour que les composants volatiles sont récupérer a I'aide des procédés classiques de

condensation, de refroidissement, et de décantation (Mébarki et al.,2015)
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Figure 15 procédés d'extraction des essences végétales par micro-onde (Abderrahim
el al., 2018).

EXTRACTION PAR ULTRA-SON

L’extraction assistée par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu
col(iteuse, est une technique privilégiée pour isoler les composés bioactifs des plantes.
La sonication permet d'obtenir une extraction compléte et donc des rendements
d'extraction supérieurs dans un temps d'extraction trés court produisant des extraits
d’haute qualité.
cette technique provoque la perturbation des cellules par ultrasons qui vont par la
suite améliore et augmente le transfert de masse sous I’effet de la cavitation, tels que
les différences de chaleur et de pression, les ondes de choc, les forces de cisaillement,
les jets de liquide et les micro flux, et donc permit le transfére des matériaux
intracellulaire  dans le solvant .Les ultrasons peuvent faciliter les processus
d'extraction a la fois par la rupture des cellules et par I'amélioration du transfert de

masse dans la couche limite entourant la matrice solide.(Tiwari et al., 2015 )
La conservation

La bonne conservation des huiles essentielles nécessite deés lors:
des flacons en verre propre et coloré ou en aluminium (estagnon) puis que le

rayonnement UV pourrait modifier la composition biochimique des HE. Un stockage a
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I’abri de la lumiere avec des températures comprises entre 5° C et 40°C une fermeture
étanche du flacon pour éviter la volatilisation progressive des HECT qui
s’appauvriraient en principes actif. Il existe des normes spécifiques sur I’emballage, les
conditionnements de stockage et le marquage des récipients contenant des HE définie

par AFNOR. (Dominique et al., 2017)

3.10 LES APPLICATIONS ET LES VOIES D’UTILISATIONS DE L’ESSENCE VEGETALE :
Les domaines d’application des huiles essentielles sont divers dans la

parfumerie, cosmétique, médicale, on mentionne quelque domaine :

L’aromathérapie  médecine

L’aromathérapie prépare le corps a lutter contre la maladie en stimulant le
réflexe d’auto-guérison et en modifiant la structure chimique des liquides corporels (la
salive, le sang, la lymphe). Les HE ont également une influence sur les sécrétions
hormonales, sur I’équilibre endocrinien et sur les réactions neurovégétatives

corporelles

Industrie agro-alimentaire :

Comme conservateurs et ceci est di a la présence dans les HE de composés
ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydants. On les retrouve presque dans
tous les secteurs alimentaires: boissons non alcoolisées, confiseries, produits laitiers,

soupes, sauces, produits de boulangerie, produits carnés... etc.

Se trouvent dans la formule d’un trés grand nombre de produit pharmaceutique
: sirop, gouttes, gélules. Elles rentrent aussi dans la préparation d’infusion telle que : la

verveine, le thym, la menthe et autres

Pharmacologie et cosmétique :

Les huiles essentielles se trouvent dans la formule d’un trés grand nombre de
produit pharmaceutique : sirop, gouttes, gélules. Elles rentrent aussi dans la

préparation d’infusion telle que : Ia verveine, le thym, la menthe et autres.
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Ainsi que dans des produits cosmétiques grace a leurs propriétés
organoleptiques, spécialement ils odeur agréable et persistante utilisés dans les

dentifrices, les bains de bouches, créme et les gels (Kerbouche et al., 2010)
Les voies d’utilisation des HE
Voie interne

Cette voie nécessite une intervention d’un professionnel de santé (Z, 2016)et

qui consiste :
La voie orale

On utilise un support (sucre, miel, pain, comprimé neutre...) pour

’administration a raison de 1 goutte pour 25kg ou selon prescription médicale.
La voie rectale (suppositoires)

Trés intéressante chez les enfants pour les affections bronchiques. Selon

prescription médicale.

La voie vaginale (ovules).

Voie cutané:

Les huiles essentielles s’utilisent généralement diluées, les proportions sont
variables en fonction de I'effet escompté. Certaines huiles essentielles sont dermo-
caustiques (cannelle de Ceylan, girofle, origan...) ou photo sensibilisantes (bergamote,
citron orange...). Elles sont a utiliser avec précaution, voir méme contre indiquées, par

cette voie.

Voie respiratoire :

a. diffusion: On utilise un diffuseur ou une soucoupe sur un radiateur, mais

jamais de brdle-parfum qui risque de les dégrader.

b. inhalation: On les place dans de I’eau chaude non bouillante en utilisant un
inhalateur (vendu en pharmacie) ou dans un bol, dans ce cas il faut
impérativement se protéger les yeux. On peut aussi en imprégner un

mouchoir. (Claire, 2017)
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3.11 La toxicité des essences végétaux

La premiere régle de prudence qui nous doit respecter c’est de «mieux de
- o . . . . ) .
Putiliser diluée », car toutes les huiles essentielles ont des seuils toxiques qu’il ne doit

jamais dépasser ou il va provoquer des dommages selon leurs voies d’administration.
Le test de La DL50 permet de se classer les essences végétales en 4 groups :
a. Groupe A : DL50 < 1g/kg : les huiles essentielles appartenant a ce groupe ne sont
pas utilisées en aromathérapie et en parfumerie.

b. Groupe B : 1g/kg < DL50 < 2 g/kg: ce sont les huiles que I'on peut utiliser en
aromathérapie mais en évitant la voie orale. C'est le cas du Tea tree et de la
myrrhe.

c. Groupe C:2g/kg < DL50 <5 g/kg
d. Groupe D:DL50 > 5g/kg

Ces deux derniers groups ne présentent pas de toxicité particuliére. Ces sont

toutes les huiles d'agrumes, de camphrier, marjolaine a coquille, lavande fine,

lemongrass. (Camille et al., 2018).
Deux groupes de composants se révélent dangereux :

- les phénols mono terpéniques et notamment le cavacrol : ils sont toxiques au

niveau du foie.

- les cétones mono terpéniques (thuyone, pulégone, fenchone, bornéone): ils

sont toxiques au niveau du cerveau.

Par voie orale:

Un surdosage ou une fragilité particuliere des voies digestives pourra amener
des gastralgies, plus ou moins importantes qui s’amélioreront avec la prise d’huile
végétale en quantité importante. A des doses subtoxiques par voie orale, le risque vital
peut étre en jeu (hémorragie digestive, atteinte hépatique ou altération du systéme
nerveux) et un lavage d’estomac en centre hospitalier est obligatoire (Aude
Maillard,2020) .En cas de surdosage par voie orale : risque d'épilepsie (huiles a cétone)
, excitation suivie de dépression (huile a menthol) , dépression centrale (huile avec

eugénol), convulsion (huile a camphre et a 1,8 cinéole) .(Ariane et al., 2021)
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Par voie cutané:

La peau et les muqueuses peuvent étre irritées par les huiles essentielles.
La réaction dépendra de la dose administrée, de la composition de I'huile essentielle et
de la sensibilité de chacun. Les toxicités au niveau cutané sont : la dermocausticité,

Pirritation cutanée, la photosensibilisation, I’allergie.(Ariane et al., 2021)

La toxicité selon la cible :

Au niveau du foie

Ce sont les huiles hépatotoxiques, lorsqu’on parle sur I’hépato toxicité en parle
alors sur les molécules et les composants de ces essences végétaux qui devient
toxique apres certaines seuils. Ce sont généralement les polyphénols qui agir et altérer

les hépatocytes (cellule de foie).

Sont trouvés généralement dans les huiles essentielles suivantes : Le carvacrol
présente dans 'origan et la sarriette, et I’eugénol retrouver dans le clou de girofle,

Cannelle et le thymol.

Ses composants sont responsables au bon fonctionnement de foie mais a

certaines seuils deviendra toxique pour les cellules hépatiques. (Ariane, Laure, 2021)

Pour le systéme nerveux :

Ce sont les huiles épileptiques et neurotoxiques. Si elle attient a forte dose les
cellules neuronales vontprovoquer des convulsions neuronales. La voie
d’administration est importantes dans ce cas sur tous la voie orale présente un grand
risque. Parmi ses molécules : les cétones mono terpéniques comme le Menthole, le
carvone, la verbénone, le camphre. Ou encore du 1,8 cinéole, de I’'alpha et du béta-

pinéne et de I'alpha-terpinéne. (Charie, 2019).

Au niveau des reins

Les composants des essences végétales qui sont a I'origine de la Néphrotoxicité
pouvant enflammer et abimer le systéme rénale .parmi ces composants: les
monoterpéenes notamment I"alpha -pinéne, leurs effets toxique présente apres une

langue durée d’utilisation. Ainsi que le systéme rénale est un systeme de filtration donc
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il est présente toute le temps a des fortes concentrations de déchets comme les

molécules aromatiques. (Charie,2019) .

3.12 La Mentha Spicata :

3.12.1 Généralités :

Le terme «menthe» est apparu dans la langue en1275. Il vient du
latin Mentha, qui I’a emprunté au grec minthé (Léa ., 2021), Le genre Mentha c’est 'un
des plus importants genres de la famille des lamiaceas , ce genre présente plus de 28
dérivés d’espéces (Gokhan et al., 2022) .’espéce du Mentha spicata est la variétés
classique de menthe et on I’'appelle aussi la menthe verte , la menthe douce ou la
menthe romaine, c’est une plante rhizomateuse herbacée vivace a souche
tracante.(Binette et al., 2020). Elle a des fleurs tubulaires lilas a pourpre sont en épis et
s'épanouissent en fin d'été. A un grand intérét dans le systéme de médecine populaire

(Gokhan et al., 2022).

Elle a plusieurs utilisation que ce soit leur huile ou leur feuille pour ces
propriétés aromatique dans la cuisine comme une herbe aromatique qui donne une
belle fraicheur sur tous dans les pays méditerranéennes et asiatique , ou soit pour ces
propriétés thérapeutique dans la thérapie traditionnelle comme un calmant pour les
nerfs et soulageant de la douleur . (Binette et al., 2020) a une longue histoire de
culture elle est largement connue pour ses propriétés culinaires, médicinales et aroma-
thérapeutiques. Depuis I'Antiquité égyptienne, la menthe a été utilisée pour traiter
l'indigestion. Les anciens Grecs et Romains l'utilisaient également pour apaiser
I'estomac. Au Moyen Age, la menthe poivrée était utilisée comme polisseur de dents et
pour éloigner les rats et les souris des réserves en raison de sa forte odeur. La menthe
est ensuite devenue populaire au XVllle siecle en Europe occidentale en tant que
remede populaire contre les nausées, les vomissements, les nausées matinales, les
troubles menstruels et les infections respiratoires. En 1721, il a été répertorié dans la
pharmacopée de Londres comme reméde pour traiter un large éventail de maux,
notamment les plaies, les maladies vénériennes, les rhumes et les maux de téte.

(Rodney et al., 2020).
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3.12.2 Origine:

Elle est largement cultivé dans divers pays du mande ce qui le rond la plus
célebre dans nos plantes médicinale, (Paulen, 2015) a cause de sa valeurs
commercialisé et son arome remarquable (Ganesan et al, 2021). On les retrouves dans
les zones humides généralement le Nord de I’Afrique, le bassin méditerranéen, I’Europ
et le Proche-Orient, elle est aussi introduite en Grande-Bretagne par les Romans
ensuite elle diffuse sur I’ensemble du globe jusqu’en Amérique du Nord, japon et en
Australie, et elle pousse naturellement au Maroc (Brahmi,2020) aussi cultiver en
Algérie a des fin thérapeutique pour traiter les troubles gastrique. (Abderrahimet al.,

2018).

Certains études démontre que Mentha Spicata est un résultat d’hybridation
entre Mentha longifolia et Mentha suaveolens (Brahmi, 2020). La menthe verte préfere
principalement les terrains riches profonds et frais, elle n’aime pas les sols calcaires. On
la trouve surtout en basse altitude dans les régions tempérées entre 400 et 1800
métres. Elle préfere les lieux ensoleillés a semi ombragés. (Boudiaf et al., 2017). On
cultive a grande échelle la menthe poivrée et la menthe verte, mais d’autres especes

sont produites de facon marginale (Léa Zubiria, 2021) .

3.12.3 Classification Taxonomique de la Mentha Spicata :
Elle appartient également des plantes anti-moustique (Binette et

Jardin; 2020), Alors la Mentha spicata fait partie du : (Boudiaf et al, 2017)

Régne Plantae
Embranchement : Spermaphyte
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétale.
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Mentha
Espece Mentha spicata
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3.12.4 Caractéristique de la menthe et description de la plante
Caractéristiques de la menthe : (Léa, 2021)

a) Source de fer

b) Pouvoir antioxydant : ’acide rosmarinique c’est parmi les principaux composées
antioxydant ainsi que différentes flavonoide.

Q) Favorise la digestion et la santé cardiovasculaire.

d) Tres peu calorique

3.12.5 Description de la Mentha spicata :

C’est une plante robuste, vivaste, de 50 cm a 1 métre, d'un vert sombre, a odeur
suave tres pénétrante. (Boudiaf et al., 2017). La menthe douce ou verte fait partie de la
famille des lamiacées qui dite une famille trés homogéne elle comprendre 6500

espéces dispersées sur un aire géographique trés vaste (Brahmi, 2020).

Leurs tiges est glabre, rameuse de couleur pourpre avec une taille qui peut
atteindre jusqu’a 1.20 métre a la hauteur. Portant des feuilles oblongues, opposées,
gaufrées, sans
pétiole et trés odorantes, avec un langueur de 5 a 10cm, ils sont de couleur verte sur
les deux faces sa forme est opposées persistantes, ovale et dentées. Les racines dite
pivotante qui dure plus de 3 ans. La menthe verte posséde des fleurs en grappe a
I’aisselle de la feuille, zygomorphe, hermaphrodite, pentameére oligostémone et ses

pétales sont soudés. (Boudiaf et al., 2017 ; Binette et al., 2020) .

Inflorescence

Calice i\t ow o i _
L Etamine

Tige

Pétiole Feuille

Figure 16 les différentes partie de la Mentha spicata (Douay, 2008)
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Figure 17 Feuille de Mentha spicata (Carlier et al. ,2015 ; Francois, 2020)

3.12.6 Les compositions chimiques d’huile essentielle de Mentha spicata

L'analyse chimique de la composition d’huile essentielle a révélé 44
composés uniques avec des mono terpénes oxygénés (67,2%), suivis des
hydrocarbures mono terpéniques (20,8%), comme composants chimiques les
plus abondants (Sanaa, 2018).les compositions chimiques d’HE de cette plante
¢a se different d’une région vers une autre, par exemple I'analyse de Mentha
spicata cultiver dans Palestine révele 31 composants: mono terpéneoxyde

(Mohammed et al., 2019).

Aprés l'identification des composés chimiques de I’essence végétale de
Mentha Spicata par monsieur mobina eghbalian et al ont distingué que Les
principaux composées chimiques qui compose essentiellement [I’huile
essentielle de la menthe verte sont: le limonéne (25,44 %), D-Carvone (24,46
%) et pulegone (13,09 %). et selon Brahmi et al (Brahmi, F ,2016) ont également
indiqué que les principales composantes du HE étaient le carvone avec un
pourcentage de 48,5%, le limoneéne: 20,7% et le 1,8cinéole avec un
pourcentage de 5,4% Le menthol de I'essence végétale en bon état (40%-90%)

est le composant le plus important selon Doymaz et al., (2006).

IL a été rapporté que M. spicata contient divers métabolites
secondaires, notamment des alcaloides, des composés phénoliques (tanins,
acides phénoliques, flavonoides et leurs glycosides), des terpénoides, des

résines, des coumarines et des stéroides, ect (Shahadet al.2021).
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Tableau VI La composition chimique de I'huile essentielle de Mentha spicata
(Mobinaet al., 2021).

No Nom du composée Composition (%) Temps de rétention Kovats indice
1 o-Pinene 1.85 11.39 935
2 Camphene 0.21 12.27 953
3 Sabinene 1.40 13.45 976
4 6-Pinene 2.11 13.72 982
5 Myrcene 0.96 14.30 993
6 3-Octanol 0.07 14.88 1005
7 Limonene 25.44 16.50 1036
8 Eucalyptol 6.54 16.64 103
9 Menthone 0.32 23.18 1168

10 L-Menthone 2.60 23.63 177
1 Borneol 0.29 24.03 1185
12 Isopulegone 0.44 24.17 1188
13 a-Terpineol 0.11 25.18 1209
14 Neodihydrocarveol 1.73 25.36 1213
15 cis-Carveol 0.19 26.38 1234
16 Pulegone 13.09 27.30 1254
17 D-Carvone 24.46 27.73 1263
18 Piperitone 0.16 28.07 1270
19 trans-Bornyl acetate 0.20 29.16 1293
20 Piperitenone 0.80 31.98 1356
21 cis-carvyl acetate 0.15 32.56 1369
22 6-Bourbonene 0.51 33.51 1390
23 B-Caryophyllene 2.58 35.10 1428
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24 a-Humulene 0.35 36.66 1465

25 Germacrene D 0.27 37.73 1491

26 Calamene 0.20 39.40 1532

27 Caryophyllene-oxide 0.35 41.95 1597
Total: 97.45

3.12.7 Principe actif

Le composant actif de I’huile essentielle de cette plante est le carvone qui est le
composant majeur détecter aprés une comparaison faite par Mr. Jouault entre 3
especes de menthe, cela aussi montré par laggoune et al qui rapporte que le
constituant le plus dominant trouvé dans I’HE de la menthe verte dans le monde est le
R-()-Carvone (Laggoune et al,2016) ;(Jouault, 2012). Possédant plusieurs appellations le
2-methyl-5 (1-methylethylenyl)-2-cyclohexene-1-enone, ou le D-carvon. Le carvone fait
partie de la famille des terpénes exactement les mono terpénes possédé un carbone
asymétrique il existe sous deux formes qui ont les mémes propriétés physiques et

chimiques mais un pouvoir rotatoire différent. (Jouault. 2012).

/O

=

Figure 18 Structure du Carvone (Ali Kargari et al.,2018)
3.12.8 L’utilisation de Mentha spicata

Dans la cuisine :

Elle est utilisé comme : parfument agréablement pour les salades , préparation
de nombreuses boissons grace a son odeur et son gout , dans le méme contexte , la

menthe est une ingrédient qui améliore le gout de plusieurs plats par exemple utiliser
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comme un thé , ingrédients de sirop a la menthe, rentre aussi dans la préparation des
sauces ,ses feuilles fraiches accompagnent les viandes, les poissons,(Haddouch et al.,

2020 ; Laurent et al.,2013).
Dans la thérapie :

L’utilisation de la menthe dans I'aromathérapie ce différé selon I'espéce utiliser,
mais ils possedent presque les méme effets thérapeutiques : La menthe verte fraiche
peut utiliser comme un complément alimentaire aidant l'effet anticoagulantdes
médicamentscar elle contient des quantités non négligeables de vitamine K (Léa
Zubiria,2021), facilite la digestion en soulage les spasmes digestifs et stimule les
secrétions biliaires. Soulager les douleurs articulaires, inflammatoires, ou encore les
piqlres d’insecte, aussi efficace pour dégager les voies respiratoires en cas de sinusite,
rhinite et bronchite (Lise Lafaurie, 2020). Ils ont un effet carminatif et digestif (anti-
nausée, mauvaise haleine, aérophagie), analgésique, calmante, antispasmodique.

(Isabelle et al., 2015).

L’huile essentielle de la menthe renforcent tout le systeme denerfs, donnant de
la vigueur a certains pour I'acuité a d'autres a ressentir, mais pas a souffrir, stimulant
diffusible et aussi sédatif diffusible, la Menthe fait services éminents contre la
nervosité et les diverses manifestations nerveuses, aussi s’utilisé pour traiter la fievre,
la faiblesse, la toux,nausées, maux d'estomac, mélancolie, maladie pulmonaire,

hystérie, problémes de vue (M. KHIARI et al.,2018) .

D’autre étude montre que I'inhalation de I’huile essentielle de Mentha Spicata
chez des patients présente une amélioration de I’état pulmonaire en augmentant le

volume expiratoire et la capacitévitale (Jaradat et al ,2016).

DANS LE DOMAINE DE COSMETIQUE :

Elle implique dans la production des dentifrices , comme une ingrédient pour
parfumer les produits d'hygiéne buccale (Aye kee et al., 2017) , aussi utiliser dans la
fabrication des produits cosmétiques, comme les cremes, les shampoings, les lotions,

et les savons (Haddouch et al.,2020) .
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3.12.9 Les intéréts thérapeutiques de I’essence végétale de Mentha spicata
Ces derniers temps, le monde a connu une augmentation de |'utilisation des
huiles essentielles pour traiter les maladies et promouvoir une meilleure santé (James
et al ,2016).lls sont également considérés comme I'une des branches les plus
importantes de la médecine complémentaire et alternative, appelée aromathérapie,
qui se concentre sur l'utilisation d'huiles essentielles pour le traitement de diverses
maladies en utilisant des huiles essentielles naturelles. (Baser et Buchbauer,2015). Ces
essences végétales(HE) et leurs polyphénols sont considérés comme les principaux
groupes chimiques responsables du large éventail des bio activités de Mentha (Kapp,
2015), L’activité biologique des huiles essentielles est due principalement a leurs
composés majoritaires tels que les phénols (thymol, carvacrol, eugénol), les alcools (a-
terpinéol, terpinen-4-ol, linalool), les aldéhydes et les composés terpéniques et
cétoniques (Dorman et Deans, 2000). Aussi les composés minoritaires jouent un role

important en renforcant les effets des composés principaux (Bassolé et Juliani, 2012).

L’efficacité d’une huile essentielle dépend ainsi de sa richesse en composés
phytochimiques ; plus elle est riche en substances actives, plus son activité est

importante (Zhiri, 2006 ; haddouch, 2020).

Des études rapporte sur les activités biologiques du genre Mentha ont montré
gu’elle posséde une forte activité : antioxydant , anti-inflammatoire , anti-biofilm , anti-
dermatophyte , anti-fongique , antibactérienne , et anti-cancéreuse ( brahmi, 2020;

Snoussi, 2015 ; Niksicet al., 2018 ; Mohammed et al , 2019) .

anti-biofilm :

L’essence végétale de la menthe verte a une effet contre la formation des
biofilm et que une dose de 5pl/ml capable d’éradiquer plus de 75% de la biomasse du
biofilm préformé par I'inhibition de I’ladhésion bactérienne pour réduire la colonisation
bactérienne. (Mohammed ,2019).L’étude de Snoussi et al(2015) montre que huile
essentielle de Mentha Spicata inhibe le Vibrio spp. Production de biofilm des souches
de 11,5 % et 11,6 % pour V. alginolyticus, et de 28 % et 40 % pour V. vulnificus a 0,046 et
0,092 mg/mL, respectivement (Figure 1). En ce qui concerne la rupture du biofilm
préformé Vibrio , I'huile essentielle de menthe verte a éradiqué plus de 50 % des

biofilms préformés de V. cholerae et V. alginolyticus a 0,092 mg/mL (Snoussiet al., 2015)
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Effet anti-fongique / antimicrobienne :

Les huiles essentielles obtenues a partir de plantes aromatiques sont des
molécules naturels trés vitaux qui ont des activités thérapeutique et biologique
nombreux, et ils sont connues pour étre inhibitrice ou mortelles pour les champignons
et représentent une source potentielle de nouveaux agents antifongique (Baindara;
Korpole ,2016). La menthe présente un effet antimicrobien grace a leurs compositions
aactivité antimicrobienne soutenue plus élevée pour augmenter la durée de
conservation des denrées périssables. (Mobina et al, 2021), la menthe présente une
activité biologique antimicrobienne qu’était tester sur plusieurs souches bactérienne

(Brahmi et al.,2020).

Il a été récemment démontré que la nano formulation d'huile essentielle de
menthe présente une activité larvicide élevée contre Culex pipiens et Muscadomestica
(Mohafrash et al.2020). Les travaux de Carlier(2015) dite que I’activité antifongique de
’huile essentielle de la menthe verte pourrait étre attribuée a la carvone qui est

généralement le composant majeur de I’huile de la menthe verte (Carlier, 2015).

Tandis que le pouvoir antimicrobienne est di a la présence des mono
terpénes oxygénés et des hydrocarbures mono terpéniques dont la Carvone, le cis-
dihydrocarvéol, le limonene et le 1,8-cinéole qui représentent généralement les
composés principaux de I’huile essentielle de Mentha spicata (Snoussiet al., 2015) ;
(Niksic et al., 2018) ; (Haddoouch et al., 2020) , D’ailleurs I’étude de Yasser (2015 )
évaluant I'activité antibactérienne contre des bactéries pathogénes :Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, and Escherichia coli O157:H7déclare que Les bactéries a Gram-positives
étaient plus sensibles a I'huile essentielle de Mentha spicata que les bactéries a Gram-
négatives aussi La monocytogénes était le plus sensible des microorganismes a
['activité antibactérienne de I'huile essentielle de Mentha spicata (zone d'inhibition = 22

mm et MIC et MBC = 2,5 pL/ml)(Yasser Shahbazi, 2015) .
Effet anti-oxydante :

Le stress oxydatif est ’ensemble des réactions qui permis la libération et la
formation des radicaux libre dans le corps provoquant des dommages cellulaires (Léa

etal., 2021), la menthe présente un pouvoirantioxydant grace a leurs composées
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chimiques qui ont la capacité de réduire les radicaux libres et améliore le systéme anti-
redox favorisant I’effet des enzymes : super oxyde dismutase(SOD), catalase(CAT), et

le glutathion peroxydase (GTX) (L.Boussouf , 2017 ).

Aussi Biswas et al(2012) indique que Pextrait aqueux de feuille de Mentha
spicata ont présenté une activité DPPH et ABTS+ tres élevée sur la viande de porc.

(Biswas et al., 2012).
Effet anti-inflammatoire

L’extrait méthanolique de Mentha spicata a des propriétésanti-
inflammatoires, ce qui soutient son utilisation comme médicament
analgésique, anti-inflammatoire et antipyrétique dans la médecine populaire.
(Patwaryet al. ,2013). Elle permet aussi de moduler la réponse de I'organisme
a une agression subie (inflammation) et calme les sensations de chaleur, et les

rougeurs qui en découlent (Charie, T, 2019 ; Haddouch et al,. 2020).

Par ailleurs, L’étude de Taghlili et al., (2021) Qui faites sur des patients
afin d’évaluer Peffet anti-inflammatoire de Mentha (lotion CM), Capsicum
(Capex  Topicalcream)  Apiumgraveolens  trouve  qu’il peut  réduire
l'inflammation et réduire la sévérité de la douleur et en raison de la diminution
des effets secondaires et des complications telles que l'irritation cutanée lors
de l'application de la solution combinée et une meilleure acceptation par les

patients (F. Taghlili et al., 2021).
Anti-dermatophyte :

les infections dermiques sont congue pour affecter environ 25% de la population
mondiale ( Zimmermam , 2013), plusieurs études faites sur ’'HE de Mentha spicata ont
permis d’évaluer que le carvone qui se trouve majoritairement dans la menthe verte a
une grande activité contre les infections dermique sur tous ce qui a cause de
microsporumcanis , Trichophyton rubrum , T. menthagrophytes , et Epidermophyton
Floccosumavec des doses bien précises et sous une supervision.(Mohammed et al.,

2019).

61|Page



Les huiles essentielles

Effet Anti- cancéreuses et la cytotoxicité :

L’étude de Sanaa et al qui faite in vitro évaluant 'effet de I’huile essentielle de
Mentha spicata rapporte que cette huile présente un effet antiproliférative contre trois
types de cancer chez ’homme, augmentant le pourcentage de la survie jusqu’aux 50%

grace a leur composant de 1.8-cenole et le limonéne (Sanaa, 2018).

D’autre part, Les travaux de Majid Tafrihi et al,. (2021) a montré une activité
anticancéreuse contre différents types de cancers humains tels que le col de I'utérus,
le poumon, le sein et bien d'autres , il a aussi indiqué que les especes de Mentha
présente un grand potentiel de cytotoxicité, en modulant les voies MAPK et PI3k/Akt ;
ils induisent également I'apoptose, suppriment le potentiel d'invasion et de migration
des lignées de cellules cancéreuses ainsi que I'arrét du cycle cellulaire, la régulation a la
hausse des génes Bax et p53, la modulation du TNF, de I'lL-6, de I'IFN-y, de I'IL-8 et

I'induction du phénotype de sénescence (Majid et al.,2021).

3.12.10 Toxicité de la menthe:

Malgré ['utilisation historique des menthes, les études toxicologiques sur les
extraits de menthe sont rares. Traitement des cellules de neuroblastome pendant 24 h
avec jusqu'a 1280 pg/mL d'extraits aqueux de méthanol a 50 % de Mentha australis,
Mentha diemenica, Mentha spicata, Mentha piperita, Mentha piperita var. officinalis ou
Mentha requienii n'ont eu aucun effet toxique sur la viabilité cellulaire (Hanafy,2020,),
la menthe verte pourrait causer le reflux du contenu de I'estomac dans I'cesophage car
elle contient des acides volatils qui diminuent la tension de repos du sphincter

cesophagien inférieur(Léa Zubiria , 2021).

De toutes les huiles essentielles de menthe, c'est la plus douce en menthol. Elle
est par contre tres riche en Carvone, ce qui fait qu'il faut I'utiliser avec précaution

(Haddouch et al.,2019).
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3.13 SYZYGIUM AROMATICUM :

3.13.1 Généralités sur le Giroflier (Syzygium aromaticum):

Le clou de girofle est parmi le premier groupe d'épices connues pour étre
commercialisées par les humains, Sa culture mondiale a cependant d( attendre le
17eme siecle lorsque les nations européennes se disputent son acces avec d'autres
épices. Les Portugais ont perdu le monopole du commerce des clous de girofle
lorsqu'ils ont été contraints des fles aux épices d'Indonésie par les Hollandais .Ce n'est
qu'a la fin du 18éme siécle quand les Francais ont réussi a faire passer la plante en
contrebande et a la cultiver ailleurs qui a conduit a la fin du monopole néerlandais et
au début de la propagation de la culture du clou de girofle. Il a fallu un autre siecle

pour que la nouvelle culture du girofle se faconne le marché mondial (Solomon ,2019).

Le nom Syzygium a été suggéré pour étre introduit en 1756 et en tant que genre
remplacant Caryophyllus, qui représente maintenant une espéce différente groupe de
plantes. Il y a eu beaucoup de discussions qui se sont méme poursuivies a ce jour avec

par rapport a la confusion entourant les genres Eugenia et Syzygium.

Plusieurs révisions sur la base des caractéristiques morphologiques classiques ont
été faites mais le manque de discret des variations dans la floraison, la fructification et
d'autres caractéristiques ou simplement I'absence de ligne de démarcation et d’
interpolation les genres et les espéces apparentés ont été un sujet de division pour les
botanistes. En fait, la similitude des caractéristiques florales des espéces de Syzygium

est étonnante. (solomon ett al., 2019) ; (Mbaveng et al., 2017).

3.13.2 Origine de Syzygium aromaticum:

Le clou de Girofle originaire c’est les Tles Moluques (ou Moluques ou souvent
appelées les fles aux épices) d'Indonésie (Solomon, 2019) , elle est récolté
commercialement a Indonésie ,Inde, Pakistan, Sri Lanka, ainsi que dans des pays
africains, comme les Comores terres, Madagascar, les Seychelles et la Tanzanie
(Mbaveng et al., 2017) le genre et la famille du clou de girofle ont été I'un des sujets les
plus intéressants des derniers siécles. Le genre Syzygium Gaertn comprenait d'environ

1200 espéces présentes dans les régions tropicales et subtropicales de I'Ancien Monde
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Afrique, Asie, Australie, Nouvelle-Zélande et régions du Pacifique Sud-Ouest. Quelques
estimations suggéerent méme que jusqu'a 1800 espéces peuvent étre représentées par
le genre, ce qui en fait le plus grand est genres de plantes ligneuses a fleurs dans le

monde (Solomon et al.,2019).

3.13.3 Description de la plante et classification botanique :
Les Clous de girofle sont les boutons floraux aromatiques qui appartiennent
a la famille des Myrtacées et le nom botanique est Syzygium aromaticum(synonyme
Eugenia caryophyllata) (Solomon et al., 2019) ;(Muthamizh et al, 2020) , c’est une arbre
persistant au sommet pyramidal , elle atteindre aux moyenne de 8 a 12 metres a la

hauteur bien qu'il est un potentiel de croissance jusqu'a 20 m de haut.

Les feuilles pétiolées sont coriaces, elliptiques a lancéolées, de 9 a 12 cm de
long, 3,5 cm a 4,5 cm de large. Leurs fleurs terminales sont disposées en panicules
tripartites Corymbes atteind jusqu’a 10 a 14 mm de long, a 2 prophylles écailleuses,
calice tubulaire de 1 a 1,5 cm de long, consiste : 4 sépales épais, 4 pétales, de couleur
rose blanchatre a rouge carmin, possédant nombreuses étamines, ovaire infére, qui est
partiellement entouré par et fusionné avec un hypanthium tubulaire (structure en

forme de coupe de I'axe de la fleur).

Le fruit est une baie rouge foncé, de 2,5 cm a 3 cm a la longueur, et de 1,3 a
1,5 cm de large, couronné par 4 sépales recourbés et contenant 1, rarement 2 graines.

(Solomon et al., 2019).

S — S Prrererer e e T
1 2 3 4 : 6 7 g cm
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Figure 19 Clou de girofle bourgeons flux séché (Solomon et al., 2019).
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Figure 20 Clou de firofle pendant la periode de fleurisation (solomon et al.,
2019).

3.13.4 Classification botanique

Tableau VII La classification botanique du Syzygium aromaticum
(Solomon et al., 2019)

Régné Plantae - Plantes

Sous-Régne Tracheobionta - Plantes vasculaires

Super division Spermatophyta - Plantes a graines

Division Magnoliophyta—Plantes a fleurs

Classe Magnoliopsida—Dicotylédones

Sous-classe Rosidés

Ordre Myrtales

Famille Myrtacées—famille des myrtes

Genre Syzygium P. Br. ex Gaertn. —Syzygium

Espéce Syzygium aromaticum (L.) Merr. &L.M.Perry-
Clou de girofle

3.13.5 Compositions chimique d’Huile essentielle de  Syzygium

daromaticum :

La variation des composants et de la composition d'huile essentielle de clou
de girofle dépend sur la variété, les conditions agro écologiques, les prétraitements, la

transformation et les méthodes d'extraction (Mbaveng et al., 2017).

65|Page



Les huiles essentielles

L’huile essentielle de Syzygium aromaticum est composée par plusieurs
composants chimiques qui sont majoritairement : ’Eugénol (2-Methoxy-4-(2-propenyl)
phénol) avec un pourcentage de 87.03%, Eugénol acétate (4-Allyl-2-methoxyphenyl

acétate) avec un pourcentage de 11.25%, (Meryem et al, 2018).

Avec d’autres constituants communs qui sont : le B-caryophylléne, le

salicylate de méthyle, le pinene, la vanilline, et a-Humuléne. (figureo1).

D’autre part, selon Santos et al (2019) Les composants présents dans HE de
Syzygium aromaticum sont I'eugénol (EUG; 68,38%), B-caryophylléne (B-CA ; 19,65 %) et
acétyle eugénol (ACT ; 11,97 %) (Santos et al., 2019).

En outre, les travaux de P. Maheswari, et al. Etudiant les compositions
chimiques de clou de girofle observe qu’il est composée par : I'eugénol (76,8%), le B-
caryophyllene (17,4%), I'a-Humuléne (2,1 %) et I'acétate d'eugényle (1,2 %) qui sont les

principaux composants (P. Maheswari, et al,. 2020).

5 O
4 OH
6
7

Figure 21 principeaux composants de I'huile essentielle de Syzygium Eugénol (1),
acétate d'eugényle (2), caryophylléne (3), salicylate de méthyle (4), pinene (5),
vanilline (6) et humuléne (7). (Mbaveng et al, 2017).
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Tableau VIl la composition chimique du Clou de girofle (ADLI, 2015)

Famille de Détail des constituants
constituants
Huile essentielle Eugénol (80 a 90%)

Acétate d’Eugénol (5 a 10%), alpha et béta
caryophyllene (5 a 12 %), cétones aliphatiques

Tanins (12%) Tanins galique et ellagique, acide gallique,
acide protacatéchique, eugéniine, casuarictine,
1, 3-di-O-galloyl-4,6-(S)-hexahydroxydiphénoyl-
béta-D-glucopyranose,tellimagrandine

Flavonoides (0,4%) Quercétine,kaempférol,rhamnétine,
eugénitine

Chromones Biflorine, isobiflorine, hétérosides de
chromone

Corps gras Stérols, glycosides stéroliques, huile grasse
(10%)

Autres Acides phénols, triterpénes

3.13.6 Principe actif

L’eugénol c’est le composé essentiel responsable de I'aréme du clou
de girofle et constitue 72 a 90% de I'huile volatile de clous de girofle (Mbaveng
et al., 2017);(Frohlich et al., 2019) , leurs structures chimique est présenté

dans la figure 03.

OH

OCH;

CH,

Figure 22 Structure chimique d'Eugenol (Yi-Ming et al., 2019)
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3.13.7 Les intéréts d’utilisation de la Giroflier :

L’utilisation de clou est connue depuis dixiennes d’années pour son arome et son
gout elle est utilisé dans plusieurs domaines soit pharmaceutique, cosmétique, dans la
cuisine et méme dans la thérapie, dans la cuisine elle est utilisé grace a son trés forte
gout et son arome concentrée afin d’ajouter des saveurs a la nourriture, et dans la
conservation des aliments. Néanmoins, Depuis I’antiquité les anciennes utilise ’HE de
Giroflier dans la médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies : Traiter la
mauvaise haleine et les soins dentaires (solomon et al., 2019). le clou de girofle a été
utilisé dans les flatulences, les indigestions et la diarrhée , est utilisée dans une large
gamme comme antiseptique dans les maladies bucco-dentaires et pour le traitement
des maux de dents, des troubles allergiques, de I'asthme, de I'acné, des cicatrices et de
la polyarthrite rhumatoide, et ils ont montré des effets antispasmodiques et acaricides

(Gaber et al.,2020).

3.13.8 Les activités biologiques de Syzygium aromaticum

L’HE de Syzygium aromaticum posséde de nombreux activités
(figureog4) :anti-inflammatoire (Sugihartini et al., 2020), antibactérien (Moemenbellah
et al., 2020),antifongique (Carvalho et al., 2021) , insecticide(El Gohary et al., 2021) et

antioxydant (Teles et al., 2021 ) et antivirale (Mbaveng et al., 2017).

Quercetin

/ Anticancer, antidiabetic

Anti-inflammatory

Gallic acid
——

Kaempferol
Antinociceptive

Cralegolic acid

Antimicrobial
Syzygium aromaticum B-Caryophyllene \

Antiprotozoal
Oleanolic acid
- Antidepressant
Stigmasterol ¥

Eugenitin Antithrombotic

Bicornin Antiulcer

Eugenol Antiproliferative effect in liver cirrhosis, antioxidant

Figure 23 les activité biologiques du Syzygium aromaticum (Gaber et al., 2020) .
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Anti-inflammatoire :

L’huile essentielle de cette plante présente un effet anti-inflammatoire tres
important grace a son composé d’eugénol a des concentrations non cytotoxiques a
présenté des effets immuno-modulateurs et des actions anti-inflammatoires sur la

production de cytokines par les macrophages murins.

D’ailleurs, une autre étude indique que L'activité anesthésique locale du (-
caryophylléne, I'un des principaux composants de I'huile de clou de girofle a
également été démontrée, car le composé était capable de réduire |'électricité ont
provoqué des contractions de I'hémidiaphragme phrénique du rat de maniére

drastique, de maniére dose-dépendante maniére (Mbaveng, Kuete ,2017).
Activité anti-oxydante :

L’effet antioxydant de Syzygium aromaticum est di a ces composants qui ont
la capacité de réduire les radicaux libres essentiellement I’eugénol (Bakouret al.,

2018).
Activité antibactérienne:

L’évaluation de I’activité antibactérienne de I’'HE de Syzygium aromaticum sur
des souches bactériens soit a Gramme positive ou négative présente que le clou de
girofle détruit la paroi cellulaire bactérienne et la membrane. En méme temps, il arréte
le procédure normale pour I'activation de I'ADN et des protéines qui sont importantes
pour la croissance des bactéries , aussi contre les souches de Helicobacter pylori
sensibles et résistantes aux antibiotiques avec des CMI de 160~320 ug/ml, sans
développer de résistance aux médicaments . (P. Maheswari et al., 2020) ;(Chang et al,

2022).

Les particules d'huile essentielle encapsulées avec de I'alginate de sodium et
des émulsifiants ont montré une efficacité d'encapsulation élevée, une faible activité
antioxydant et une forte inhibition antimicrobienne. (Marjana et al, 2019).

Activité antifongique :

Les HE de S. aromaticum avaient un large spectre d'activités antifongiques
contre les champignons pathogénes influencant la croissance de P. notoginseng, ce

qui fournirait une base scientifique pour le contréle écologique de P.maladie de
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notoginseng (Yu-Nan et al, 2019). Des études récentes montre que I’HE de Giroflier
présente un effet antifongique trés élevées méme avec une faible dose peut inhibe la

croissance fongiques (Abhishek et al. ,2016).
Activité antivirale :

L’évaluation de I’effet antivirale de différent extrait de clou de girofle soit
aqueux ou alcoolique présente une activité antivirale contre : HSV-1 dans les cellules
d’une souris, aussi L'eugénine a également inhibé I'ADN viral et la synthése tardive des

protéines virales dans les cellules Véro infectées (Mbaveng et dl., 2017).
Anti-cancer :

L'huile essentielle de clou de girofle a montré des effets cytotoxiques contre
les lignées cellulaires cancéreuses, ainsi que des effets antimutagenes Activités
(Mbaveng, Kuete ,2017); (P. Maheswari et al., 2020) , aussi que leur composants
majeurs eugénol présente des effets anticancéreux qui sont accomplis par divers
mécanismes tels que l'induction de la mort cellulaire, I'arrét du cycle cellulaire,
l'inhibition de la migration, la métastase et l'angiogenése sur plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses. En outre, 'eugénol pourrait étre utilisé comme reméde

d'appoint pour les patients traités par chimiothérapie conventionnelle (Ali et al, 2021).
Activité anti-nociception :

Des études biologiques faites sur I’lHE deSyzygium aromaticum rapporte que
I’eugénol qui est le composant majeur de cette essence végétale a un effet
anesthésiant et la capacité de réduire les douleurs liée a des inflammations. (Karla et
al,2017), il faut I'utiliser avec une dose bien déterminer avec le poids corporel grace a
son effet bloquant les canaux voltage dépendant de Na+ qui sont responsables de
I'initiation et de la propagation des potentiels d'action des cellules excitables du

systeme nerveux périphérique et du systéeme cardiaque (Hironori et al. , 2017) .

Autres activités :
Grace a larichesse et la diversité des composés chimiques d’huile essentielle de
clou , il présente d’autres propriétés pharmacologiques: effets molluscicides du

bouton floral contre I'escargot Lymnaea acuminata , ainsi que la capacité d’eugénol a
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traiter I'arthrite expérimentale (Mbavenget al., 2017) , propriétés neuroprotecteur ,

effets anti-ischémiques , antihistaminiques , et anti-anaphylactiques (Adli et al.,2015 ) .

3.13.9 La toxicité de clou de girofle

L’HE de Syzygium aromaticum présente un seuil de toxicité + élevée tous
dépendra de la voie d’administration et la durée de traitement, ’étude de Liu B-B et al.
Rapporte que aprés une étude histologique d’une sub-chronique dose de I’huile
essentielle de Syzygium aromaticum (100,200, 400 mg/kg/p.o ) administrer chez des
souris pendant 21 jours que le foies , cerveau, la rate , coeur , poumon sont été

déshydratés, paraffinés et intégré selon I'échantillonnage .(Bin-Bin et al. ,2015) .
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4.1 Introduction

Les techniques appliquées au développement de médicaments sont tres
colteux et lents quel que soit le progrés technologiques utilisé dans la découverte de
médicaments. Dans une telle situation pour réduire le temps et le co(it pour une
découverte de médicaments slre et efficace, le concept de Computer-Aided Drug
Design (CADD) est maintenant immensément utilisé dans la découverte de

médicaments (Xiang et el., 2012)

L'objectif de CADD est de prédire un certain composé qui apporte un effet
recherché aprés liaison a la cible biologique. Conventionnellement, le criblage a haut
débit est utilisé pour tester de grands nombre de composés sur des dosages
automatisés pour atteindre les effets recherchés. Dans ce cas, le développement de
médicaments procédure prend non seulement du temps, mais nécessite
investissement financier. Par conséquent, pour réduire ce fardeau, CADD est appliqué
afin que les composés chimiques puissent étre examinés virtuellement en premier, ce

qui réduit le nombre de composés destinés a I'expérimentation (Yu & Mackerell, 2017).

4.2Définition et principe

Le docking moléculaire est I'outil a haut débit le plus largement utilisé qui se
base sur la structure et la nature de la molécule. Le docking permet de prévoir a grande
échelle si et comment les petites molécules se lient a une cible macromoléculaire

(Huang et al., 2010)

Il existe deux points importants dans cette technique :

»  Prédire I’affinité du ligan par rapport a la protéine, qui est liée a une gamme
de protéines parmi lesquels certains convient plus que d’autres

»  Prédire la position du ligan, liée au ligan lui-méme mais avec des
orientations différentes (Ben Mohammed et al., 2019 ; C.R. Corbeil et al., 2007)

Le docking implique les conformations 3D générées par la (X-Ray
cristallographie ou la RMN) du ligand et de la protéine pour prévenir orientation idéale
du ligand au niveau du site actif de la protéine, ces positions sont élaboré et classé a la

base des fonctions mathématiques ‘Scoring Fonctions ¢ (SF) (Yu & Mackerell, 2017).
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4.3 Types du docking moléculaire
Il existe 3 types du docking moléculaire on site :

Docking rigide c’est la méthode la plus simple dans lequel la structure de la
protéine et le ligand sont rigide, ce type se base sur la théorie de clef-cirure, que de la
complémentarité structurale 3D est prise en compte dans ce type Il convient
généralement aux interactions protéines-protéines et protéine-acide nucléique (Tao et

al., 2019 ;Liu et al., 2016 ; Yan et dal., 2013).

Docking flexible Ia flexibilité du ligand et le récepteur pendant ce processus est
permis et la conformation de ce complexe peut étre modifié. L'amarrage flexible est
généralement utilisé pour étudier l'interaction entre les molécules avec une grande

précision (Tao et al., 2019 ; Roy et al., 2018)

Docking semi-flexible durant ce processus la structure de la protéine est
maintenue fixé et que la structure du ligand qui est maintenue flexible. Ce type est idéal
pour le docking des petites molécules avec des macromolécules, Il prend en compte de
I'influence des changements sur la structure du ligand et peuvent étre utilisés dans une

plus large gamme d'applications (Tao et al., 2019).

4.4 Le docking ligand- protéine

Le docking Ligand- Protéine nécessite une grande molécule ; la protéine est ainsi
appelée « le récepteur » et la petite molécule «le ligand ». Il est un trés utile dans le
développement de médicaments. Il est comme « une clé dans une serrure » quand il est

amarré dans la cavité de la protéine.

Figure 24 Interaction Ligand-Protéine
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4.5 Le docking protéine- protéine

Le docking protéine- protéine nécessite deux protéines approximativement de
méme taille. Dong, souvent le site de fixation est une surface plus planaire que dans le
docking ligand- protéine, et les cas ou le docking se produit quand une des molécules

est située a I'intérieur d’une cavité de I'autre molécule, sont trés rares.

Figure 25 Interaction Protéine-Protéine (Gainza et al., 2019).
4.6 Fonction de score

Les algorithmes du docking prédisent un certain nombre d'orientations (poses)
pour le ligand a l'intérieur du site de liaison. L'évaluation et le classement des
conformations de ligand prédites sont exécutées par des approximations des fonctions
mathématiques appelées fonctions de score. La fonction de score est utilisé pour:
I'identification du mode de liaison du ligand, la prédiction de ['affinité de liaison et le
filtrage de base de données virtuelle. Généralement, I'estimation de ['énergie libre est
utilisée dans le développement des fonctions de notation des complexes [ligand -
protéine]. Effets enthalpiques et entropiques jouent également un réle important dans

les événements de liaison au ligand (Yadava, 2018)

Habituellement, il existe trois types de fonction de scoring: scoring basée sur le
champ de force, scoring basée sur les connaissances et des fonctions de scoring
empirique sont utilisées par des programmes de docking (Yadava, 2018).

»  Scoring basé sur le champ de force exprime I’énergie issue de la formation

du complexe [Ligand-Récepteur] en calculant ’énergie d’interaction et I’énergie interne
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du ligand par exemple : énergie de Van der waals, interactions électrostatiques, les

forces de bending

»  Scoring empirique Les fonctions de scoring empiriques se composent de
plusieurs termes d'énergie dont les coefficients sont basés sur des observations
expérimentales valeurs obtenues a partir de 'analyse estiment I'affinité des complexes

protéine-ligand en se basant sur le nombre des interactions entre le ligand et la protéine

»  Scoring basée sur les connaissances (Knowledge-based) Les fonctions de
scoring basées sur les connaissances sont dérivées de statistiques observations
d’interactions intermoléculaires reconnus a partir des bases de données. lls sont congus
pour reproduire des structures plutdt que énergies de liaison.

»  Fonctions de score consensus En raison des imperfections des fonctions de
notation, de nos jours, un autre type de fonction de notation connue sous le nom de
notation consensuelle est utilisée qui combine les informations de différents systémes
de notation pour surmonter les limites de la notation. Cela peut étre tres utile, car il

combine les avantages et atténue simultanément les défauts de chacun méthode.

4.7 Algorithmes de recherche

Les applications du docking peuvent étre classées par leur Algorithmes de
recherche, qui sont définit par un ensemble de régles et de parameétres appliqués pour
prédire les conformations. Lorsque l'on considere la flexibilité du ligand et/ou de
récepteur, l'algorithme de docking peut étre classé en deux grands groupes: corps

rigide et docking flexible (Dias et al., 2008)

La méthode d'amarrage (docking) a corps rigide ne prend pas en compte ni de la
flexibilité du ligand ni du récepteur, elle limite la spécificité et I'exactitude des résultats,
en tenant compte des complémentarités essentiellement géométriques entre deux
molécules. Simulation d'amarrage a corps rigide est capable d'identifier les sites de
liaison du ligand pour plusieurs différentes protéines méme sans prendre en compte la

flexibilité (Dias et al., 2008)
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Les méthodes d'amarrage flexibles peuvent envisager plusieurs possibilités
conformations du ligand ou du récepteur, ainsi que pour les deux molécules en méme

temps (Dias et al., 2008)
4.8 Les étapes du docking

1. Obtenir ou générer le fichier de coordonnées du ligand. La structure tris-
dimensionnelle d'un ligand peut soit étre obtenue par coordonnées expérimentales a
partir des bases des données par exemple PDB. (de Azevedo, 2019)

2.  Obtenir la structure tridimensionnelle du récepteur cible. Les structures
peuvent étre aussi disponibles au niveau du PDB (de Azevedo, 2019)

3.  Préparation des structures de ligand et de récepteur. Cette préparation
implique la suppression des conformations alternatives des résidus, co-facteurs et
molécules d'eau indésirables, ajoutant des atomes d'hydrogene et charges atomiques
partielles si nécessaire, et aussi identification du site actif (de Azevedo, 2019)

4. Le docking moléculaire commence par rapprochement des molécules et
I'application d'algorithmes de recherche qui posent des petites molécules dans le site
actif. Ces algorithmes sont complétés par des fonctions de scoring congues pour
prédire |'activité biologique via I'évaluation des interactions entre les composés et les
cibles potentielles (de Azevedo,2019)

5.  Visualisez les résultats d'amarrage (appelés poses) avec logiciel de
visualisation moléculaire. On s'attend a ce que la meilleure pose est notée plus haut que
toute autre conformation échantillonnée par la fonction de scoring. Cependant, un
grand nombre de poses résultantes doivent étre examiné ou réévalué (de
Azevedo,2019)
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Figure 26 Le processus du docking moléculaire (Fan et al., 2019)
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Figure 27 Conception du logiciel du docking (Grosdidier et al., 2007).
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4.9 Les applications

Le docking moléculaire a plusieurs applications dans le but de conception d’un
médicament. On prend par exemple, le screening virtuel et I'optimisation des composés
lead et hit. Cette technique consiste a placer virtuellement une collection de milliards de
composés dans une cible biologique (protéine) et d’évaluer leur affinité. L’évaluation est
effectuée par un classement des ligands (par fonctions de scoring) en termes d’affinité
dans le complexe ligand-récepteur (Pachoulide, 2021; Sledz et al.,2018);( Pachoulide,
2021 ; Kontoyianni et dl., 2017). Cette procédure in silico est importante car elle permet,
I’évaluation rapide de composés, ce qui permet de diminuer le nombre de composés a

tester expérimentalement in vitro (Pachoulide, 2021 ; Kontoyianni et al., 2017).

Hazuda et al (2004) ont réalisé une étude sur un exemple des inhibiteurs de
I'intégrase du VIH-1. Les chercheurs ont créé une librairie de 50 conforméres (isomeres
de conformation) de ligands inhibiteurs, par un screening virtuel, introduits dans le site
de liaison de I’enzyme. IIs ont ainsi pu déterminer la meilleure orientation du ligant qui
présente la  meilleure affinité avec le récepteur, quel était le groupement
pharmacophore responsable de I'activité inhibitrice et quels groupements pouvaient

étre remplacées pour améliorer cette affinité (Pachoulide, 2021).

Un autre exemple, un médicament indiqué dans le traitement de I’hypertension
artérielle : Ialiskiren, (Wood et al., 2003). Le docking moléculaire a été utilisé pour
’optimisation des paramétres pharmacocinétiques du hit choisi (ligan-target binding
rationalisation). Wood et al(2003). ont associé les données de cristallographie par
diffraction des rayons X avec les méthodes de modélisation moléculaire pour
déterminer les groupements pharmacophores, importants pour la formation du
complexe ligand-récepteur et les groupements donnant au ligand les propriétés
pharmacocinétiques défavorables (Pachoulide, 2021;Wood et al., 2003). Ces données
ont permis aux chercheurs de modifier la structure du composé en remplacant les «
mauvais » groupements par des groupements qui ont pu augmenter I'affinité et la

sélectivité du ligand envers son récepteur (Pachoulide, 2021;Wood et al., 2003).
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Figure 28 Les différentes applications du docking moléculaire

L'amarrage moléculaire est actuellement employé pour aider a rationaliser I'activité des ligands vers
une cible d'intérét et a effectuer campagnes de dépistage virtuel basées sur la structure. Outre, il
peut également étre utilisé pour identifier des séries de cibles pour lesquelles les ligands présentent
de bonnes complémentarités, certains d'entre eux étant potentiellement responsables des effets
indésirables inattendus. De plus, I'amarrage est également actuellement utilisé pour I'identification
de ligands qui se lient simultanément a un ensemble de cibles sélectionnées d'intérét
(polypharmacologie) et pour identifier de nouvelles utilisations de composés chimiques
(repositionnement des médicaments). (Pinzi et al., 2019)

4.10 Les outils du docking

Plusieurs programmes du docking ont étaient formulé et amélioré, le tableau
suivant regroupe les programmes les plus utilisé en citant ses caractéristiques
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Tableau IX Logiciels utilisés dans le Docking moléculaire et leurs caractéristiques

Programmes entreprise de Termesde  Systéme Approche du Fonctions
design licence d’exploitation docking du scores
tolérant
Auto Dock D. S. Good sell, Gratuit pour  Unix, Mac Génétique Auto-Dock
A.J. Olson usage 0SX, algorithme force-field
The Scripps académique Linux, SGI Lamarckien
Research génétique
Institute algorithme
Simulé
Recuit
DOCK I. Kuntz Gratuit pour Unix, Linux, Ajustement de Chem Score,
Université de usage Sun, IBM forme GB/SA
Californie, académique AlX, Mac (ensembles de  Solvation
San Francisco OSX, sphéres) Et autre
Windows méthodes
FlexX T. Lengauerand Commercial Unix, Linux, Incrémentale FlexXScore,
M. Rarey avec SGl, Sun Construction PLP,
Bio SolvelT version Windows Screen
d’essaie de Score,
6 semaines Drug Score
FRED Open Eye Gratuit pour Unix, Linux, Screen
Scientific usage SGl, Mac Ajustement de Score,
Software académique OSX, IBM forme PLP,
AlX, Gaussian
Windows shape
score,
Glide Schrédinger Inc.  commercial ~ Unix, Linux, Echantillonnage Glide score
SGl, IBM Monte Carlo Glide comp
AIX
GOLD Cambridge Commercial Linux, SGI, Génétique Gold Score,
Crystallographic  avec Sun, IBM, algorithme Chem Score
Data Centre version Window
d’essaie de
2 mois
LigandFit Accelrys Inc. commercial  Linux, SGI, Echantillonnage Lig score,
IBM AIX Monte Carlo PLP, PMF
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Matériels biologiques

5.1.1  Matériel végétal

Le matériel végétal consiste deux types de plantes :

> La menthe verte (Mentha spicata) : a été récolté dans la région de Sidi Maamar de
la Wilaya de Saida, I'identification de I’espece est réalisé par docteur Aouadj, apres
le récolte de la plante on a enlevé I'impureté et fait un séchage complet dans un
endroit ombre et sec pendant 15 jours, une fois la menthe est séchée on a fait un
broyage juste une cassure des feuilles, puis stocké dans des boites pour

’extraction.

Figure 29 Mentha spicata fraiche et broyé

> Le clou de girofle (Syzygium aromaticum) : disponible en marché tout au long de
I’année, on a bien choisir les graines de clou qui sont de couleur marron claire et
une odora trés fort. aprés un broyage complet a I'aide d’un broyeur électrique,

puis la poudre de clou est stockée dans des boites bien fermées pour I’extraction.
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Figure 30 Bourgeons et poudre du Clou de girofle

5.1.2 Extraction des huiles essentielles
L’extraction de I’huile essentielle de Mentha spicata
Elle est réalisé par la méthode d’Hydrodystillation : le protocole de cette technique
consiste a immergé 30g de poudre de la menthe avec 500 ml d’eau distillé dans un fiole
jaugée thermorésistante, avec une température non déterminer s’augmente
successivement jusqu’au I’ébullition pendant 3 heures. La vapeur émise sera condensée
grace a un systéme de refroidissement a eau, puis elle sera collectée dans un flacon
opaque. A la fin de I’expérimentation le liquide collecté est mis dans une ampoule a
décanté afin de séparer les deux phases (aqueuse et organique) pour obtenir I'huile

essentielle (Benayad, 2008; brahmi, 2020).

Figure 31 Montage d'hydroditillation et ampoule a décanter
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L’extraction d’huile essentielle de Syzygium aromaticum:

Aussi la méme technique d’hydro-distillation , le protocole consiste d’immerger
20g de clou de girofle ( la partie utilisée de la plante sont les boutons floraux ) broyés
avec 250 ml d’eau distillé dans un ballon thermorésistante avec une température
modérée qui augmente successivement jusqu’aux I’ébullition par un chauffe ballon
jusqu’a recueillir environ 80 ml de distillat , A la fin de I’expérimentation le liquide collecté
est mis dans une ampoule a décanté afin de séparer les deux phases (aqueuse et

organique) pour obtenir ’huile essentielle (Merve, llikay , 2019) .

5.1.3 La conservation des huiles essentielles

L’huile essentielle extraite est conservé dans un flacon en verre bien fermé et
recouverte par un papier d’aluminium pour le protéger de la lumiére et de I'aire dans une

température de 4°C (a 'obscurité) (Shamas et al., 2011).

5.1.4 Détermination de rendement des deux huiles essentielles

Le rendement des huiles essentielles extraites est défini par le rapport entre la
masse de ['huile extraite et la masse du matériel végétal utilisé (Bssaibis et al., 2009; ADLI,
2014). Ces taux sont de 0.15% pour Mentha spicata et de 12.70% pour Syzygium aromaticum

.la formule est exprimé en pourcentage (%) est calculé par la formule suivante:

R (%) = (M; /Mo) x100

R :rendement en huile essentielle.
M; : quantité d’huile extraite exprimé en gramme (g)
Mo : quantité de la matiere séche utilisée pour "extraction exprimée en gramme (g).

5.2 Animaux d’expérimentation

Dans notre expérience le modele d’animaux choisi c’est les rats albinos de la
souche Wistar recu de l'institut Pasteur, pesant entre 200 a 300 g *#50 g, accueillir au
niveau de I"animalerie du département de biologie (Université de Saida) et soumise un

cycle de lumiére constant 12 h (lumiere/obscurité), dans une salle ventilée.
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Les rats sont regroupés dans des cages avec un accée libre a la nourriture et I’eau

et a une température de 21°C £ 1°C.

Tableau X Composition du régime d'entretient (régime standard)

Composition Quantité (%)
Protéines 17

M. Grasses 3.3
Cellulose 5.5
Humidité 14

Cendre brute 7.5

Additifs Vitamines

5.2.1 Larépartition des groupes

En premier lieux nous avons divisé les 30 rats en 4 groups selon leurs poids
corporels:

Groupe 01 (consiste le Lot Témoins) :

Recueil 6 rats de poids corporel entre 300 a 350 g, qui ne recoit que de I’eau et de

la nourriture.
Groupe 02 (consiste le Lot intoxiqué par ’'OTA) :

Les 6 rats sont de poids corporels entre 250 -280 g + 20g, recevant de la solution
d’OTA (a été acheté de SIGMA-ALDRICH ; PHR1537-1G, Lot : LRAC0364, pharmaceutical
Secondary Staandard-united states) avec une dose de: 289 pg /kg /p.c. par voie
intrapéritonéale solubilisé dans 1M de NAHCO3 chaque 48 h pendant 12 doses (Belmadani

et al. 1998, Elling etal. , 1985) .
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Groupe 03 : consiste les lots traités:

» Lot ITM (OTA-HE de Mentha spicata) recueil 6 rats de p.corporel entre 280 -
300g = 20g, qui sont intoxiqué par OTA et traité par I'huile essentielle de la
menthe verte (0.1ml/Kg/p.c.) dilué dans 4opl d’eau physiologique avec des
gouttes de TWIN 8o (BRAHMI, 2020).

> Lot ITC (OTA-HE de Syzygium aromaticum) : collecte 6 rats de poids corporel
entre 300-315 g * 5g, intoxiqué par ’OTA et traités par L’HE de clou de girofle avec
une dose de o0.1ml/Kg/p.c. dilué dans 4oul d’eau physiologique avec des gouttes

de TWIN 80 (ADLI, 2014).

Groupe 04 : consiste é lots témoins traités :

» Lot TM (Témoins traité par ’'HE de Mentha spicata) collecte 6 rats de poids
corporel entre 310-330 g * 5g, ces rats recoivent I’HE de Mentha spicata par une
injection intra-péritonéale (0.1ml/kg) dilué dans 4opl d’eau physiologique avec

des gouttes de TWIN 80.

‘/

Lot TC (Témoins traité par HE de Syzygium aromaticum) recueil 6 rats avec de
poids corporel entre 330-340 g * 5g, qui recoivent de L’HE de Clou de girofle

avec le méme protocole.
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36 Rats
18 Rats Intoxiqués 18 Rats témoins
par L’OTA
6 Rats 6 Intox trt 6 Intox 6 Rats 6 Rats témoins 6 Rats
intoxiqué Menthe trt Clou témoins trt Menthe témoins
trt Clou
Période expérimentale Testes neurocomportementaux
Sacrifice
Prélevement Prise de sang
Cerveau
l Plasma
Histologie

Dosage biochimique

Figure 32 Résumé de la chorologie du protocole expérimentale
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5.3 Evaluation de poids corporel et poids de cerveau
L’évaluation du poids corporel se réalise avec une pesée quotidienne des rats
durant toute la période d’expérimentation, le poids de cerveau des Sinc lots a été

enregistré apres le sacrifice.

5.4 Observation macroscopique
Aucune mortalité n’a été enregistrée durant la période d’expérimentation,
aussi une perte de poids tres observable marqué chez les rats intoxiqués avec une baisse

dans la prise alimentaire.

5.5 Tests Neurocomportementaux
Avant chaque test les cages des rats sont placées dans la salle

d’expérimentation afin de s’habituent a cette nouvelle environnement.

5.5.1 L’épreuve de la nage forcée (Forced Swimming Test) (FST)

Il a été proposé premierement par Porsolt et dl., (1977) , utilisé pour I'évaluation
de I’état dépressif chez des modeéles animaux , il consiste de placer le rat ( notre modéle
d’animaux ) dans un cylindre avec une diameétre de 20 cm et de 50 cm a la hauteur ,
remplie jusqu’au 30 cm d’eau avec une température de 22°C #1°C, pendant 6min (Figure
01), I’eau est changé aprées chaque essaie et ont mesuré le temps dans I'laquelle le rat est
nage activement est c’est le temps de la mobilité , et le temps d’immobilité quand le rat
se flotte seulement de maniére leurs tétes est exposé hors de I'eau est bougent ces
pattes de temps a I'autre juste pour maintenir son équilibre et fixe son téte hors de 'eau,,
ce comportement est un indicateur présentant comme étant un comportement dépressif
, apres les 6 min le rat sera rapidement séché avec une serviette est placé dans sa cage.

(benabid et al., 2008 ; Brahmi, 2020 ) ; 5 ADLI, 2014 ) ; (B. Lecorps et al., 2016 ) .
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Figure 33 Dispositif de la nage forcée (ADLI, 2014).

5.5.2 Le test d’Open Field
Utilisé pour évaluer la locomotion spontanée, I’état d’anxiété et de découvrir un

nouvel environnement (B. Lecorps et al., 2016).

Ce test est une large boite rectangulaire ouverte avec une langueur de 75cm/75cm
et d’hauteur de 35 cm, devisé au sol par des carreaux de 10 cm. le rat est placé dans le
cadre des quatre coins d’Open Field leur téte est exposé aux coins (mur), et ont évalué

leurs comportement pendant 6min (Figure 02).
Les 6 parameétres a évalué dans ce test sont:

- le temps de latence (en secondes), qui correspond au temps mis par le rat pour
sortir des quatre carreaux formant le coin, le nombre total de carreaux traversés par le
rat pendant la durée du test (6 min), qui reflete I'activité locomotrice, le nombre de
visites dans les 9 carreaux du centre, le nombre total de redressements, le nombre total

de toilettages ,et le nombre total de défécations.

Ainsi, ce test évalue les capacités exploratoires du rat dans un contexte stressant.
Le nombre de carreaux traversés et le nombre de redressements refletent son activité

exploratoire et son état émotionnel. (ADLI, 2014).
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Figure 34 Dispositif du open Field

5.5.3 protocole de Piscine de Morris

Il @ été attribué pour I’évaluation de de la mémoire spaciale et 'apprentissage
chez des modeéles animales, ce test est une grande cylindre de 136 cm de diametres et de
60 cm de haut, une plateforme circulaire (10 cm de diameétre et de 28cm de haut) qui se

trouve dans le quadrant Nord-Ouest.

Le réservoir a été remplie d’eau (23°C +2°C) mélangé avec une matiere blanche
jusqu’a la plateforme est totalement immergée a 1 cm de la surfacel’eau, dans la salle
d’expérimentation : des repéres visuels ont été placés a des divers endroits autour de la
piscine, Les rats ont été entrainés pendant 4 jours. Chaque journée de formation
comprenait un bloc composé de quatre essais ( Nord, Ouest, Sud, Est ) chaque essaie 60
seconde , entre chaque essaie 45 min a 1h de repos pour chaque rat, le rats se place sur le
quadrant cible, la téte orientée vers le murs est se nage librement pendant 60 seconde
jusqu’il trouve la plateforme cachée, s’il n’a pas trouvé on va le placé sur la PLT environ
20 seconde , et ainsi de suite jusqu’aux les quatre essaies sont réalisés .le 5éme jours
possede deux tests: le probe test: ou Le test de la sonde (sortie de la plate-forme

cachée) a été effectué 24 h aprés la fin de la formation (jour 5) en mesurant le temps
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passé dans le quadrant cible sur 9o s, et le test visuel pour évaluer I’état de vision par

’attachement d’un

drapeau de couleurs claire dans la plateforme est ont enregistré les résultats .
(Tabriz lan et al., 2010); (Hosseini, et al., 2010) . Ce test permit d’évaluer non seulement
leur capacité de mémorisation et d’apprentissage mais aussi son stratégie pour résoudre

les problémes (probe test, PLT cachée).

Figure 35 la ppiscine de Morrris (Chris , 2013)

5.5.4 Le test de Lumiére /obscurité (DARK/ LIGHT)
Ce test est composé par quatre chambres; deux chambres qui sont sombre de
couleur noire, et les deux autres chambres sont éclairé limuneux coloré par le blanc, afin

de créer un environnement ambiante pour le rat.

Le rat est placé aux milieu de ces quatre chambres avec un accee libre qui permit
le déplacement sur les deux c6tés, le test est réalisé dans les 30 min, sachant que les rats
sont des animaux nocturnes préfere les endroits sombres , dans ces 30 min a 'aide d’une
caméra vidéo qui va enregistrer leurs déplacement et le temps passé dans chaque
compartiment (limuneux/sombre), Si le temps d'enregistrement passé dans le
compartiment éclairé est plus élevé, cela peut représenter un indicateur comportemental
d'anxiété, dans des conditions normales, les rats ont enregistré un temps trés faible dans

le compartiment éclairé .(Zewdel et al , 2018).

5.6 Sacrifice
A la fin de ’expérimentation les rats sont sacrifié le matin par décapitation et cela

aprés exposé les rats a le chloroforme avec une dose de (50 ml d’eau distillé avec sml de
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chloroforme), le sang récupéré dans des tubes héparines afin d’effectuer les analyses

biochimiques, ensuite le corps de I’animale est ouverte, les organes (cerveau, foie et rein)

sont soigneusement prélevée, rincé avec du I’eau physiologique (Nacl a 0,9%) froid,
seche puis mesure et pesée. Lesorganes sont fixés dans du formol a 1/10éme pour but de
les étudies ultérieurement par les techniques histologiques. (Ait hamadouche, 2009 ;

Brahmi, 2020).

5.7 Dosage biochimiques

Dosage de la glycémie

La méthode utilisée pour le dosage de la glycémie est une méthode
colorimétrique (Kit SPINREACT). Le glucose oxydase (GOD) catalyse I’oxydation du
glucose sanguin enacide gluconique en formant le peroxyde d’hydrogene (H,0.). Ce
dernier est détecté par le phenol-aminophenazone avec la présence de la peroxydase

(POD).

Glucose + 0, + H,0 cop Acide gluconique + H,0,

H,O, + le phénol + aminophenazone __POP Quinone + H,0

La densitéde la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose
dans P’échantillon, calculé par un spectrophotométre a une longueur d’onde de

so5nm.(Adli, 2014) .
Dosage de cortisol

Le dosage du cortisol sanguin est essentiellement réalisé en routine par des
techniques immunologiques. La limite de détection analytique est généralement de 1,00
nmol/L ou 0,36_g/L. Le principe du dosage repose sur la fixation du cortisol sur un
anticorps spécifique, Dans le tube a essai, il y a donc une compétition de liaison entre les

anticorps et les éventuelles protéines porteuses pour le cortisol. (Szymanowicz , 2011)
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5.8 Etude histologique des organes
Les techniques histologiques ont été réalisées au niveau d’institut des sciences
vétérinaires a université de Tiaret, L’organe prélevé le cerveau est soumis préalablement

aux différentes étapes qui sont :

5.8.1 Fixation

La fixation est immédiate apres le prélevement pour empécher une
putréfaction (altération microbienne) du tissu ou par autolyse (destruction tissulaire par
les enzymes qu’il contient en lui-méme), ainsi garder les constituants cellulaires ou
tissulaires dans un état aussi voisin que possible de [I’état vivant. Le volume du
fixateur doit étre 20 a 50 fois celui du prélevement. Les organes séjournent 24 a 48

heures dans le fixateur et doivent étre totalement immergés (Plenat et al., 2007) .

5.8.2 Inclusion

Ay

Le mode d'inclusion a la paraffine est le plus répandu. La paraffine est un
mélange d'hydrocarbures saturés et quelquefois de cires. Elle n'est pas miscible a
I'eau, les pieces fixées doivent étre déshydratées. Le déshydratant le plus courant est
I'alcool éthylique. Mais comme la paraffine n'est pas non plus miscible a I'alcool,
celui-ci sera remplacé avantinclusion par un liquide intermédiaire miscible a I'alcool et a
la paraffine. On utilise le xyléene. Ce liquide est "éclaircissant" ce qui permet
d'apprécier le degré de pénétration par la transparence acquise par la piece (Mark,
2010). La succession de toutes ces étapes et facilité par un automate a inclusion

(Figure 26) (Tableau 10).
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Figure 36 Auomatte a inclusionn (model LEACA EG 11)
Tableau XI Techniques de déshydratation (inclusion) (AIT HAMADOUCHE, 2010).

Etapes Produits Durée
1¢" bain Formol 1h30
2eme bain Alcool 95% 1h30
3eme bain Alcool 95% 1h30
4eme bain Alcool 100% 2h
5eme bain Acétone | 1h30
6eme bain Acétone I 1h30

5.8.3 L’enrobage
L’enrobage ce fait grace a un appareil comportant, trois compartiment (A, B, C),
deux chauds et un compartiment froid. A I'aide de moules métalliques, les cassettes

seront remplis par la paraffine chaude, puis refroidie au niveau du compartiment froid

(Figure 27).
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Figure 37 I'appareil d'enrobage, comportant deux compartiments chaud (A, B) et froid

(9]

5.8.4 Coupes, étalement des coupes et coloration

Le microtome model (LEICA RM 2235) permet d’obtenir des coupes dont
I’épaisseur est de 3 a s5um. La coupe proprement dite s’obtient par passage régulier
de la piece a couper devant la lame du microtome. A chaque passage, celui-ci enléve une
tranche d'épaisseur réglable. On peut effectuer des coupes isolées ou bien pour la
reconstitution totale d'un prélévement, réaliser des coupes sériées, disposées en
forme de ruban. Les rubans de paraffine obtenus sont plissés et doivent étre étalés sur
un milieu liquide lIégérement chauffé afin que les plis disparaissent et que la coupe
acquiere une planéité parfaite. Le collage des coupes se fait sur une lame de verre
recouverte d’une solution d’albumine, qui maintient la coupe sur la lame. Les
coupes égouttées et mises dans des portoirs sont ensuite séchées dans une étuve

model (Sakura TK11) jusqu’au moment de la coloration.

La paraffine est hydrophobe tandis que les colorants sont hydrophiles. C'est
pourquoi la coloration des coupes comporte une étape de déparaffinage et de
réhydratation. Ces étapes (Tableau 11), sont assurées par une succession de bains dans un

automate de model (LEICA EG 4040) démonter dans la (Figure 29).
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Figure 38 Techniques de coupe par un microtome (LEICA RM 2235).
Tableau XII Batterie de coloration Helatoxyline-Eosine (AIT HAMADOUCHE, 2010).

Réactions Produits Durées
Déparaffinage Toluéne I (ou xyléne) 10min
Toluéne I (ou xyléne) 10min
Réhydratation Ethanol 100% 30 sec
Ethanol 95% 30 sec
Ethanol 75% 30 sec
Ringage Eau courante 5 min
Coloration Hématoxyline Harris 1min
Eau courante 1min
Acide chloridique 1min
Bicarbonate de Lithium 1min
Eau 1min
Alcool 95% 30sec
Eosine alcoolique 1min
Déshydratation Alcool 100% 30sec
Eclaircissement Toluéne (ou xylene) 10min
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7 I—— ‘-'mt-dt

Figure 39 Automate pour coloration Hématoxyline-Eosine (LEICA EG 4040).

5.8.5 Montage des lames

A

Aprés coloration une goutte d’Eukitt de montage (colle a base de résine)
est disposée sur la coupe, une lamelle est appliquée de facon a ce que la résine
recouvre ’ensemble de la coupe. Lors de la manipulation, aucune bulle d’air ne doit
s’insérer entre la lame et la lamelle . L’Eukitt polymérise en une vingtaine de minutes mais

on peut accélérer le processus en placant la lame sur une plaque chauffante a 40°C.

5.8.6 Examen microscopique

L’analyse microscopique est généralement I’activité principale du pathologiste. I
a pour cela recours aux outils de la microscopie, principalement microscope optique
ou photonique, mais également électronique. Cette étape permet d’apprécier les
éventuelles Iésions ou anomalies au sein des tissus a analysés. Ainsi qu’a pouvoir identifier

’agent causal (LAQUET, 2007) .

5.9 Expression et analyse statistique des résultats

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 t de Student. La comparaison de plusieurs moyennes est
effectuée par une analyse de variance (ANOVA) avec le facteur intoxication (Pb/Mn,
T) et/ou le facteur de traitement (HE, ED) suivie éventuellement du test Post-Hoc

Student-Newman-Keuls.
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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

été réalisées avec le logiciel SigmaStat (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

5.10 Docking moléculaire

Auto dock vina est un programme d'amarrage moléculaire et de criblage virtuel du
médicament, il est utilisé dans de nombreuses études (Trott et Olson, 2010 ; Sandeep,
2011; Jaghoori, 2016). Les calculs d'ancrage nécessitent des représentations du récepteur
et du ligand dans un format de fichier appelé pdbqgt qui est un format de banque de
données de protéines modifiées (Berman et al., 2000), contenant charges, définitions des
types d'atomes et, pour les ligands, informations topologiques (liaisons rotatives). Ces
préparations de fichiers sont effectuées a I'aide d'Autodock 1.5.4 MGL Tools (Sanner,
1999). Les ligands pour les cycles d'amarrage ultérieurs peuvent étre préparés via PyMol
(Delano, 2002) et Autodock 1.5.4 MGL Tools. Les conformations bioactives étaient
simulées a I'aide d'Autodock vina (Trott et Olson, 2010). Les meilleures conformations des
ligands ont été analysées pour leurs interactions de liaison ont été évaluées par les
énergies libres de liaison (affinité d'amarrage, kcal / mol) les liaisons interactions entre
['atome de ligand les résidus des sites actifs. Les résultats ont ensuite été analysés en

utilisant PyMol et LigPlot + (Laskowski et Swindells, 2011).
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Résultats et interprétation

6.1 Rendement en huile essentielle
La méthode d’hydro-distillation de Mentha spicata a permis de récupérer un
rendement d’huile essentielle de Mentha spicata(HEM) deo.15%. Et I’extraction de Syzygium

aromaticum a permis d’obtenir un rendement de 12.70%.

6.2 Effet d’Ochratoxine A sur le poids corporel et le cerveau
L'étude a porté sur la détermination du poids corporel, et le poids de cerveau, chez

des rats adulte quisont intoxiqués par OTA, comparés aux rats témoins. (Tableau1).

Les résultats ont montré une réduction ab dromadaire significative dans le poids
corporel des rats intoxiqués par I’OTA par rapport aux rats témoins aussi une diminution
significative dans le poids du cerveau, ainsi que I’administration d’HEM par voie
intrapéritonéale avec une dose de 0.1mg/ml montre une augmentation significative dans le

poids corporel et le poids de cerveau.

Cependant, I'injection d’HEC chez les rats intoxiqué et traités par cette huile avec la
méme dose, rapporte des résultats significativement positive sur le poids corporel et le

poids des cerveaux par rapport aux celles des rats intoxiqués.

D’ailleurs, le poids de cerveaux chez les deux groupes des rats traités non intoxiqué
(HEC et HEM) ne montre aucune différence dans le poids corporel et le poids de cerveaux

comparant aux rats témoins.

Tableau XIII Evaluation des valeurs moyennes des parametres pondéraux des rats témoins,
intoxiqué par I'OTA, intoxiqué et traité par les HEM & HEC et les traités non intoxiqués

Le témoins Intoxiqué Intoxiqué Intoxiqué traité Témoins clou Témoins
groupe (0TA) traité par par HEC menthe
des rats HEM

Le 385g (+0.48) 245g (+£0.048) 340 315g (+1.091) 400g (+0.48) 405
poids (£1.091) (£0.48)
corpore

1 des

rats

Le poids 2.19g 1.47g (£0.05) 2.06g (+0.004) 1.92¢g 2.19g (£0.004) 2.19¢g
du (+0.0018) (+0.002)
cerveau

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (¥**: p<0.001).
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6.3 Tests Neurocomportementaux

6.3.1 L’épreuve de la nage forcée (Forced Swimming Test)

Temps d’Immobilité (TIM)

Les résultats relatif au test de la nage forcée permit d’observé un temps d’immobilité
(TIM) significativement supérieur (p<0.050) chez les rats intoxiques au OTA comparé a celui
des rats témoins .Cette augmentation explique I'incapacité de I’lanimal a nager ceci est due a

une diminution du tonus musculaire et I'instauration d’'un comportement de désespoir.

De plus, 'administration de HEM (Huile essentielle de la Menthe) par voie
intrapéritonéale a montré une diminution significative (p<0.001) de TIM des rats intoxiqués
(OTA) et traité (HEM) comparé aux rats intoxiqué par OTA, aussi une augmentation dans le

TIM des rats non intoxiqué traité par HEM par rapports aux rats témoins (Figure 40).
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Figure 40 Temps d'immobilité durant le test de la nage forcée des jeunes rats témoins,
intoxiqués au OTA, intoxiqués et traités a ’THEM.

Dans le méme contexte, 'administration de HEC (huile essentielle de clou de girofle)
a montré une diminution de TIM des rats intoxiqués et traité (HEC) par rapport aux rats
intoxiqués. De plus nous avons observé une diminution significativement supérieur
(p<0.001) de TIM des rats intoxiqués traité par ’'HEC (OTA-HE) a celui des rats intoxiqués, ce

qui pourrait s’expliquer par une réduction dans le comportement de désespoir (Figure 41).
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Figure 41 Temps d’immobilité durant le test de la nage forcée des jeunes rats témoins,
intoxiqués a I’OTA, intoxiqués et traités a ’'HEC.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (***: p<0.001, **: p<0.01,*: p<0.05).
6.3.2 Test d’Open Field

Ce test permet d’évaluer la réaction de I'animal vis-a-vis d’un nouveau et spécial

environnement, ainsi que son envie a exploré les espaces.

Les résultats enregistré permit d’observé que les rats intoxiqués (OTA) présente une
hypoactivité locomotrice (horizontale et verticale) qui est représentée par le nombre de
carreaux traversés et le nombre de redressement respectivement (p<0.001 ; p<0,001) par
rapport aux rats témoins , en outre ,les résultats ont montré [linstallation d’un état
d’anxiété chez le groupe intoxiqués (OTA) qui est observé par une baisse significative de
nombre de visites du centre comparé aux rats témoins (p<0.001) ,Aussi une augmentation

significative dans le temps de latence (p<0.001).

Par ailleurs ,l'injection de o.1mg/kg de HEM montre une légére amélioration
significative (p<0.001) de I'activité locomotrice chez les rats intoxiqués et traités par rapport
aux rats intoxiqués OTA évaluer une augmentation dans les nombres des carreaux traversé
et le nombre de visite de centre et de redressement ,une diminution trés significative
(p<0.001) dans le temps de latence chez les rats traités par rapport aux rats intoxiqués,
d’ailleurs , aucune différence dans le nombre de défécation et de toilettage chez les rats

traités par rapport aux rats intoxiqué (p<0.001) ( figure 42).
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Figure 42 La comparaison des différents parametres du test d’Open Field entre les rats témoins,
intoxiqués par OTA, intoxiques et traites a ’HEM.

D’ailleurs , Padministration d’HEC par voie intrapéritonéale chez des rats intoxiqués
traité par ce huile reflete sur 'augmentation significativement supérieur (p<0.001 ) dans
Pactivité locomotrice des rats intoxiqués (OTA) et traité en terme de redressement et de
nombre des carreaux traversé aussi une diminution significative (p<0.001) dans I’état
d’anxiété de ces rats évaluant par le nombre de visite aux centre , et par la suite aucune

différence significative n’a était remarquer dans le nombre de toilettages et de défécations

(p<0.001); (p<0.001) . (Figure 43).
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Figure 43 : La comparaison des différents parameétres du test d’open Field entre les rats
témoins, intoxiqués a I’OTA, intoxiqués et traités a ’HEC.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM ; OTA vs T (***:p<0.001); OTA-HEM vs

OTA-HEC (*¥**:p<0.001) ; (*: p<0.001).

6.3.3 Test de Dark/Light

Les résultats enregistré nous permit d’observé que le temps passé dans les
compartiments éclairé est significativement supérieur (p<0.050) chez les rats intoxiqués
(OTA) par rapport aux rats témoins qui présente un temps tres important dans le
compartiment sombre, ce qui montre un comportement d’anxiété chez les rats intoxiqué

(OTA).

En outre, L’administration de HEM par voie intrapéritonéale rapporte une diminution
significativement supérieur (p<0.050) en terme de temps passé dans le compartiment
éclairé, ainsi que les rats non intoxiqué traité par HEM présente un temps élevé dans le

compartiment sombre que le compartiment éclairé par rapport aux rats témoins. (Figure 34)
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Figure 44 : la comparaison de temps passé dans les deux compartiments de obscurité /
lumiére entre les rats témoins, intoxiqués au OTA, intoxiqués et traités a ’HEM, traité non

intoxiqué.

Par ailleurs, linjection d’HEC par voie intrapéritonéale permit d’observé une

réduction significative (p<0.050) au terme de temps passé dans le compartiment éclairé

chez les rats intoxiqués (OTA) et traité par HEC par rapport aux rats intoxiqués. Ainsi que les

rats non intoxiqué traité par HEC présente un résultat positif comparant aux rats témoins.

Figure 35
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Figure 45 la comparaison de temps passé dans les deux compartiments de dark/ light entre
les rats témoins, intoxiqués au OTA, intoxiqués et traités a I’'HEC, traité non intoxiqué.
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6.3.4 Test de Piscine de Morris
Ce test permit d’évalué la capacité de mémorisation spaciale et I'apprentissage, y

compris I'acquisition des données spaciale visuel, aussi joue un réle important dans la

validation des modéles de rongeurs pour les troubles neurocognitifs.

Les premiers jours du test : aucune différence n’a été observé chez les rongeurs ce
qui pose que tous les rongeurs sont capables de voir la plate-forme et le pavillon-reperes

dans le milieu environnant, et peut nager de facon acceptable,

Pendant les quatre jours ou la plateforme est cachée, on a observé une différence
dans la latence d'échappement et la longueur du trajet et le temps de latence,ce qui montre
que les rats intoxiqué (OTA) présente un temps de latence significativement (p<0.001) élevé
par rapport aux celle des rats témoins. Et les deux groupes des rats intoxiqués traités (OTA-
HEM-HEC) présente une amélioration dans la capacité de mémorisation et d’apprentissage
spatiale représente par une réduction dans le temps de latence et ont montré une latence
plus courte pour échapper sur la plate-forme cachée sur le 3 ™ et le4 *™ jour aussi une

longueur plus courte de natation avant de s'échapper vers la plate-forme cachée. (Figure

46); (Figure 47).
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Figure 46: |a différence dans le temps de latence chez rongeurs : témoins, OTA, et OTA-HEM
durant les quatre jours de la piscine de Morris.
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Figure 47: la différence dans le temps de latence chez rongeurs : témoins, OTA, et OTA-HEC
durant les quatre jours de la piscine de Morris

D’ailleurs, le probe test permit d’évalué la capacité de mémorisation, les rats
intoxiqués (OTA) passe un temps significativement réduit (p<0.001) dans le quadrant cible

(NO: ou la plate-forme cachée était auparavant placé) par rapport aux rats témoins.

De plus, Les résultats montrent que le nombre de fois ou le rats a voyagé dans le
troisieme quadrant (NO) était significativement supérieure (p<0.001) avec le traitement par
HEM par rapport aux celle intoxiqués par 'OTA, ce qui indiquent que le traitement améliore

significativement les déficits de mémoire vu dans les rats intoxiqué (OTA). (Figure 48)
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Figure 48: la différence dans le temps de latence chez rongeurs durant le probe Test :
témoins, OTA, et OTA-HEM durant les quatre jours de la piscine de Morris (¥*** : p<0.001).

De plus, I'injection de HEC chez les rongeurs intoxiqués(OTA) et traités par cette huile
présente une augmentation significativement supérieur (p<0.00 l)dans la capacité de
mémorisation présenté par une augmentation dans le temps passé dans le quadrant cible

(NO)par rapports aux rats intoxiqués (Figure 49).
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Figure 49 : la différence dans le temps de latence chez rongeurs durant le probe Test :
témoins, OTA, et OTA-HE durant les quatre jours de la piscine de Morris (¥*** : p<0.001)
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Par ailleurs, les résultats de test de vision permit d’évalué que tous les rats soit
intoxiqué ou témoins ou témoins traités sont capable de voire le drapeau et par la suite la

plateforme fixé. (Figure 50) (Figure 51)
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Figure 50 : |a différence de temps de latence durant le test de vision chez les rats : intoxiqué
(OTA), témoins, et intoxiqué traité par HEM.
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Figure 44 : la différence de temps de latence durant le test de vision chez les rats :
intoxiqué (OTA), témoins, et intoxiqué traité par HEC.
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6.4 Dosage Biochimique :

Taux de glycémie

Les résultats montrent une augmentation significative (p<0.05)du taux de la glycémie
chez les rats intoxiqués(OTA) par rapport aux rats témoins. D’ailleurs, le traitement par
HEM rapporte une diminution significative (p<0.05) dans le taux de glycémie chez les rats

intoxiqués traités par HEM par rapports aux celles des rats intoxiqués (OTA). (Figure 51)
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Figure 51: Le dosage de la glycémie chez les rats témoins, intoxiqués par ’OTA, intoxiqués
et traités a ’THEM.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM ; OTA vs T (*: p<0.05), OTA vs OTA-HEM
(*: p<0.05).

Cependant I'administration de HEC a permis d’enregistré une baisse significative

(p<0.05) dans le taux de glucose chez les rats traités par cette huile (Figure 52)

m|Page



Résultats et interprétation

T OTA Intox trt C Temointrt C 2
Lots

Figure 52 : Le dosage de la glycémie chez les rats témoins, intoxiqués par ’OTA, intoxiqués
et traités a ’HEC.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM ; OTA vs T (*: p<0.05), OTA vs OTA-HEC
(*: p<0.05).

Taux de Cortisol

Les résultats montrent une augmentation significative (p<0.05) du taux de cortisol
chez les rats intoxiqués(OTA) par rapport aux rats témoins , cependant I"administration de
HEM a permis d’enregistré une baisse significative (p<0.05) dans le taux de cortisol chez les

rats intoxiqué traité OTA-HEM par rapport aux celle des rats intoxiqués (OTA) . (Figure 53)
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Figure 53 : le dosage de cortisol chez les rongeurs : OTA, OTA-HEM et témoins exprimé en
terme de signification (p<0.05)
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Cependant, I'injection de HEC chez les rats intoxiqué traité par HEC présente une
diminution significativement supérieur (p<0.001) dans le taux de cortisol par rapport aux rat

intoxiqué(OTA) ce qui montre leurs effet anxiolytique. (Figure 54).
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Figure 54: représente le dosage de cortisol chez les rongeurs : OTA, OTA-HEM et témoins
exprimé en terme de signification (*¥** : p<0.001).

6.5 Etude histologique :

L’étude histologique du tissue de cerveau a montré que 'OTA provoque plusieurs
[ésions cérébrales principalement des hémorragies dans différentes régions du cerveau,(
Figure.b)

Les Neurones dans la plus part des parties de toutes les groupes des rats avait tout a
fait normale, en effet, dans certains régions on a remarqué des changements
neurodégénératives avec un gonflement des Astrocytes et une gliose focale. ( Figure .c)

Dans le méme contexte, dans le cervelet on a observé un trés petite nombre de
neurone de Purkinje éosinophile (Figure .a) , Ainsi que une congestion marqué et des

hémorragies dans le cerveau et les méninges .
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Figure 55 photomicrographie des |ésions cérébrales, neurone de Purkinje éosinophilique,
congestion marquée et hémorragies du cerveau et des méninges .H&E. 100x

Figure 56 photomicrographie des Iésions cérébrales, hippocampique, neurones
pyramidaux légeérement éosinophiles, bourrelet péri vasculaire marqué .H&E. 100x
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Figure 57 photomicrographie des Iésions cérébrales, changement neurodégénératives, et
une gliose. H&E. 100x

Le traitement par 'HEM et PHEC présente le méme effet sur les tissus
cérébrale réparant et montrent une structure plus ou moins normale de I'aspect

tissulaire
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Figure 58 Vue au microscope photonique d’un tissu du cortex cérébelleux colorées a
I'hématoxyline et de I'éosine G:( x 40). A la droite : sections du cortex cérébelleux des rats
témoins et a la gauche des rats traités avec ’'HEC et HEM sont apparus avec une architecture

normale des rats intoxiqués aux OTA et traités avec ’'HEC et HEM.

6.6 Docking moléculaire

Les résultats indiquent qu’il y a une affinité entre I’"Ochratoxine A et les récepteurs
d’NMDA et que I'eugénol qui est le composant actif dans ’'HEC montre un effet sur la
fixation de I’Ochratoxine A sur les NMDA, tandis que le Carvone ne présente aucune affinité

avec les NMDA. (Tableau).

Tableau XIV Interaction des molécules avec le récepteur NMDA

Ligand Amarrage  Meilleur Bande Distance
Kcal/mol mode d’intéraction (A)
rmsd d’hydrogéne
u.b.
Ochratoxine - 8.1 0 Ile 548 (C) 2.89
Egeunol -5.4 0 Lys 458 (D) 2.84
Carvone -4.9 0 - -
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Figure 59 le docking moléculaire de la molécule Ochratoxine A avec le récepteur NMDA
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Figure 60 le docking moléculaire de la molécule Eugénol avec le récepteur NMDA
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Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par diverses
espéces de champignons. Ces métabolites sont hautement toxiques, on les trouve
couramment dans les aliments et se transmettent aux humains et aux animaux. Les
mycotoxines représentent un probléme sérieux en raison de leurs impact sur la santé
humaine, car elles peuvent causer a un patient de nombreux troubles cliniques divers
et non spécifiques, puisqu'elles sont connues par leurs induction de: toxicité,
inflammation, cancer et dommages dans divers organes tels que cerveau, rein, foie

comme ils peuvent altérer I'immunité (Igbal et al., 2021)

L'Ochratoxine A est la mycotoxine majeur qui contamine les aliments, elle est
produite par les espéces Aspergillus et Penicillium. Elle peut étre introduite a ’'homme
par les aliments contaminés comme : les céréales, le porc et le café (Sueck et al., 2019).
L'Ochratoxine A peut agir comme agent cancérigéne et neurotoxine, elle provoque
une neurotoxicité avec une forte affinité avec le cerveau (Paradells et al.,
2015)(Sunwoo Park et al.,2019). Comme il est déja cité, 'OTA est un agent
néphrotoxique, hépatotoxique, tératogene et immunotoxique (O'Brien et al, 2005;

Pfohl- Leszkowicz et al, 2007; Ringot et al., 2006 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002).

On a réalisé une administration par voie intrapéritonéale d’une dose de
289ug/kg/48h d’OTA. Cependant, I'OTA est détectable dans la plupart des échantillons
de sang, méme a de faibles niveaux, sa nature lipophilique lui permet de franchir
toutes les barriéres par une diffusion transcellulaire (Kholova et al.,2021; Behrens et
al.,2021) elle est également connue comme la cause de néphropathie endémique des
Balkans (Agarwal et al., 2020). Le Centre international de recherche sur le cancer a
classé I'OTA comme agent cancérogéne de type 2B, et il a aussi était découvert qu'elle

est également capable de causer des dommages a I'ADN (Sueck et al., 2019).

Le systeme nerveux central (SNC) est I'un des organes les plus exposés a
différents types de blessures et d'altérations telles que celles induites par des agents
toxiques capables de traverser la barriere hémato-encéphalique (Sara et al., 2014;
Abbott et al., 2010). il a été rapporté que la mycotoxine Ochratoxine A (OTA), produite
par un certain nombre d'espéces fongiques Aspergillus et Penicillium, peut provoquer
des troubles neuropsychologiques ou des troubles mentaux et émotionnels, mais le

mécanisme de la neurotoxicité reste inconnu (Babayan et al.,2020). Comme Il a était
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déja trouvé que I'OTA peut traverser la barriere hémato-encéphalique et s'accumule
dans le cerveau comme elle provoque des neuro-inflammations, une neurotoxicité et

des dommages au niveau du cerveau, elle provoque également I'apoptose et des
dommages a I'ADN (Nourbakhsh et al., 2021), mais il manque encore des études sur

ses effets sur le SNC, et a quel niveau ces effets peuvent atteindre, et aussi des
recherches pour pouvoir réduire sa neurotoxicité et protéger cet organe de cette

toxine.

La nature représente une grande diversité de plantes dont certaines peuvent
étre utilisées dans le but de guérir de nombreuses maladies, ce que 'on appelle la
phytothérapie. Les huiles essentielles, sont des composés phénoliques secondaires
produits par les plantes aromatiques (Aswir et al., 2021; Osbourn et al., 2009). Les
huiles essentielles sont de nature volatile, elles peuvent étre obtenues a partir de
différentes parties de la plante (Esposito et al., 2014)( Hsieh et al., 2000). Ils sont
largement utilisés pour leurs multiples effets bénéfiques tels que: antiviral,
antibactérien, antifongique, amélioration de Ila mémoire, reméde médicinal,

conservation des aliments, en cosmétique, aromathérapie, antioxydant et bien

d'autres applications (Cioanca et al., 2015).

La Mentha spicata fait partie de la famille des lamiacées, c’est I'un des
populaires espéces de son genre, elle contient 27 composées phénolique identifié par
par la chromatographie (HPLC) (Gokhan Zengin et al ,2022). Nous avons ciblé la
menthe verte cultivée dans la wilaya de Saida comme objet de notre étude, elle a était

obtenue par hydro distillation.

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum) appartient a la famille Myrtacées
originaires des fles Moluques, dans I'Est d’Indonésie. Le composant majeur de ['huile
essentielle est I'Eugénol, un phénylpropanoide volatil largement utilisé dans l'industrie
pharmaceutique, Il contient également de I'acétate d'eugénol, du B-caryophylléne et
humuléne (Teles et al., 2021; Cortés-Rojas et al., 2014 ; de Mello et dl., 2014) Syzygium
aromaticum a démontré activité antivirale contre les virus d'origine alimentaire,
activité anti microbienne, et I'efficacité dans le traitement des infections bactériennes
(Faujdar et al., 2020 ; Aboubakr et al., 2016 ; Oliveira et al., 2014). En plus I’étude de

Moghadam et al (2019) a démontré 'activité anti-fongique de I’huile essentielle du
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Clou (HEC) contre I’Aspergillus ochraeus, et aussi I’étude de Dixit et al (2022) a montré

u effet anti-fungi du HEC contre I’Aspergillus ochraeus et Penicillium verrucosum.

7.1 Lerendement des huiles essentielles

L'huile essentielle de la Mentha spicata a était extraite par hydrodistillation,
avec un rendement de 0,15%. Brahimi et al (2020) ont obtenu un rendement de 0,83%
tandis que Lucchesi et al.,(2004) et Priscilla et al.,(2010) ont obtenu une valeur de
(0,23%0,04%) et (0, 60+0,06-%) respectivement. Aussi Boukenna et al (2007) ont
obtenu un rendement de 1,04%. Cette différence de rendement peut étre attribuée a
plusieurs facteurs dont, la météo et |'origine géographique de I'espéce, la période de
récolte, le temps de séchage et la technique d'extraction des huiles essentielles

(Brahimi et al., 2020 ; Karousou et al., 2005)

L’huile essentielle du Syzygium aromaticum a était extrait par une
hydrodistillation, un rendement de 12,70% a était enregistré. Adli et al (2017) on
obtenus un rendement de 10,60%, pendant que Souidi. (2020) a enregistré un
rendement de 10,18%. Selles et al.,(2020) ont obtenues un rendement de (11.6% + 0.7).
Les résultats d’ Alfikri et al. (2020) ont montré que les bourgeons floraux des jeunes
arbres produisaient un rendement plus élevé (16,73 %) que celui des arbres matures
ceux (14,93%), et aussi que la quantité de la molécule la plus abondante du Syzygium

aromaticum qui est I’Eugenol a augmenté avec la maturité des stades de floraison.

7.2 Effet de ’Ochratoxine A sur la croissance des rats

L’exposition des rats Wistar a une dose de 289ug/Kg d’OTA pendant 2 semaines
par une voie intrapéritonéale, nous a fait observer une diminution significative du
poids corporel et du poids du cerveau des rats par rapport aux rats témoins, nos
résultats sont en accord avec Nogaim et al., (2020), qui a observé une diminution dans
le poids des rats qui ont recu une dose de (20mg/kg) d’OTA administré par une voie
orale.nos résultats sont aussi en accord avec Izco et al. (2021), qui ont remarqué une
diminution dans le poids des rats et dans le poids du cerveau aprés une administration
de 0.21, 0.5, 1.5 mg/Kg par voie orale. Cela est d{ a la réduction de 'apport alimentaire.

Enfaite ’OTA est connue pour sont effet d'inhibition de la synthése des protéines qui
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peut conduire a la perturbation du métabolisme des protéines. Ce mécanisme peut
étre attribué a sont effet de perte du poids (Abdel-Wahhab et al., 2017) ;(Nourbakhsh
et al., 2021) Pendant que la diminution du poids du cerveau peut étre attribué du aux

dommages induits par ’Ochratoxine A

D'autre part, nous avons enregistré une augmentation significative du poids
corporel et celui du cerveau des rats traités avec I’huile essentielle de Mentha spicata
par injection intrapéritonéale, par rapport au groupe traité a I'OTA. Nos résultats sont
en accord avec Saad et al (2019) qui ont remarqué une augmentation du poids
corporel et du cerveau de leurs rats expérimentaux apres I’administration d’un extrait

de la Mentha spicata.

Cette augmentation peut étre due aux effets correctifs de I'huile essentielle des
dommages induits par I'Ochratoxine A, et aussi selon Amal, (2012) I’addition de ’huile
essentielle de la Mentha spicata augmente significativement I’apport alimentaire chez
les poussins de chair, comme il peut étre attribué aux composés terpénoides qui
agissent en stimulant le transport du glucose dans les cellules (Brahmi, 2020 ; Vinay

Dwivedi et al., 2011)

L’administration d’huile essentielle de Syzygium aromaticum comme un
traitement montre des résultats significative en augmentant le poids pondérale et du
cerveau des rats traités par cette huile par rapport aux rats intoxiqués. Nos résultats
sont en accord avec les travaux de Meryem et al. (2018), qui indiqué que
I’ladministration d’HE de Syzygium aromaticum augmente le poids de cerveau qu’était

diminué sous 'effet de H,0..

73 Tests neurocomportementaux

Pour une meilleure étude de certaines maladies neuro-psychotiques, différents
tests comportementaux sont réalisés. Ils sont si utiles pour trouver de nouveaux
composés anxiolytiques, pour les tester et les évaluer sur des animaux avant leurs
utilisations par I'homme (Himanshu et al., 2020). Les tests de neurocomportement son

réalisé a partir de la 6° dose (289ug/Kg/48h) de ’OTA administré au rats et aussi a
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partir du 6¢jour du traitement par I’huile essentiel de la Mentha spicata et du Syzygium

aromaticum

7.3.1 Effet de 'OTA HEM et HEC sur la performance d’anxiété et de
locomotion évalué par les tests Open-field et Dark/Light
Le test Open-field, est un test largement utilisé pour I’évaluation de la
locomotion et I'anxiété chez les rongeurs (Kraeuter et al., 2018). Nos résultats ont
montré que I'exposition des rats Wistar a ’OTA a induit une hypoactivité, qui était
reflété par une diminution du nombre des carreaux traversé et du nombre des visites
du centre, pendant qu’une augmentation dans certains comportements stéréotypés
(défécation, toilettage, redressement) avec un temps de latence élevé a était

enregistré, qui refletent un état anxieux du rat intoxiqué.

La recherche de Tanaka et al (2016) consiste a une exposition a ’OTA a montré
une diminution dans le nombre des interneurones GABAergique, comme il faut
mentionner que les interneurones GABAergiques jouent un réle important dans la
prolifération et la maturité des neurone dans le gyrus denté adulte (Tanaka et al
2016 ; Masiulis et al., 2011). Des troubles de fonction GABAergique peuvent provoquer
des comportements anxieux et dépressifs parmi d'autres troubles neuropsychiatriques
(Rosell-valle et al., 2021) dans le méme contexte, Zhu et al (2019) ont démontré qu’une
diminution des GABAergiques interneurones a était accompagné par un état d’anxiété
chez des souris. Le GABA est connues pour sont effet anxiolytique en inhibant ’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) par ’Hippocampe a travers une projection
neuronale GABAergique aux noyaux paraventriculaires de I’'Hypothalamus, sa fixation
sur son récepteur spécifique qui conduit a une entré massive du CI" qui résulte en une
hyperpolarisation et ensuite I'inhibition du neurone cible (Tafet et al., 2020). Ces
recherches consolident et justifient nos résultats qui montrent I’état d’anxiété des rats

intoxiqués.

Des auteurs ont mentionné que I’OTA provoque une perte du dopamine striatal,
ce qui induit la réduction de ce neurotransmetteur (lzco et al., 2021) Le systéme
dopaminergique a été impliqué dans de nombreux aspects différents du
fonctionnement du cerveau, y compris la locomotion (Grace et al., 2016). Cependant la

baisse du taux de Dopamine influe sur la locomotion en induisant un
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disfonctionnement et un déficit de locomoteur (Ryczko et al., 2017). Nos résultats qui
ont déterminé qu’une exposition des rats Wistar a ’OTA avec une dose de 289ug/kg a
résulté en une perturbation locomotrice et hypoactivité, corroborent avec les travaux

de lzco et al., 2021, Ryczko et al., 2017 et Grace et al., 2016.

L’état d’anxiété était aussi reflété par le test Obscurité/Lumiére, qui est
communément utilisé pour I’évaluation de I’état d’anxiété chez les rongeurs, il se base
sur la tendance des rats a se diriger vers les endroits d’obscurité dans leurs état
normale (Arrant et al., 2013). Donc selon ce test, on a enregistré un temps de séjour
plus long dans le compartiment lumineux chez le groupe traité par I'OTA, tandis que
les résultats enregistré montrent un temps de séjour long dans le compartiment
d’obscurité dans le groupe témoin. Cela refléte I'état anxieux dans lequel se trouvait le
groupe traité par I'OTA. Cet état psychique peut étre traduit par les perturbations
engendré par I’Ochratoxine A au niveau du SNC car, Bhat et al (2018) ont démontré
que ’OTA inhibe le métabolisme des monoamines qui inclus la voie de synthése de
certain neurotransmetteurs comme: Ila Sérotonine, Dopamine, Adrénaline,
Noradrénaline et aussi une diminution du niveau des neurotransmetteurs. En parallele
a cette étude, Rommelfanger et al (2007) ont reporté qu’une diminution des

neurotransmetteurs comme la sérotonine, et la Norépinephrine.

Les rats intoxiqués ont subit un traitement par I'huile essentielle de Mentha
spicata, injectée par voie intrapéritonéale. lls ont montré une amélioration de |'état
psychologique. Cela est traduit par I'augmentation des carreaux traversés et du
nombre de visites au centre, a l'inverse des rats intoxiqué par I'OTA. Nous avons
également enregistré une diminution des comportements stéréotypés qui reflete I'état
d'anxiété. Le Carvone la molécule la plus abondante dans I’huile essentiel de la Mentha
spicata regroupe plusieurs effets sur le cerveau on site son effet d’inhibition de
I’Acétylcholine estérase, et un modulateur allostérique des récepteurs GABAA (David

etal., 2018).

Un autre traitement par I'huile essentielle du Syzygium aromaticum, qui a
exprimé un état d’amélioration des rats intoxiqués, qui se manifeste par une
augmentation nombre des carreaux traversés et du nombre de visites de centre et

méme une réduction dans des comportements stéréotypés qui refletent un état
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d’anxiété. En paralléle, I'activité de I’Eugénol a été comparé par le propofol a des
niveaux sédatifs évaluant I'effet anti-anxiété sur des poissons (Luciane et al., 2021).
De plus, es travaux de Sahin et al.(2017) montre que I'extrait de Syzygium aromaticum a
potentialisé de maniéere significative et spécifique les courants induits par le GABA (y-
Amino butyrique acide) par un mécanisme allostérique de maniére concentration-
dépendante (0,5-5 pg/ml; jusqu'a 426 + 23 %) , GABA implique dans La potentialisation
de la transmission synaptique GABAergique est utilisée comme cible bien établie pour
le traitement de l'insomnie, des troubles anxieux et de ['épilepsie. En outre,
’administration de I’essence végétale de Giroflier nano-encapsulée dans des B-cyclo
dextrines rapporte une réduction et diminution dans la réponse aux stress (Amanda et
al., 2020). Par conséquent, l'eugénol est considéré comme une thérapie

neuroprotectrice dans le stress maladies apparentées (Khalil et al., 2017)

7.3.2 Effet de ’OTA HEM et HEC sur la performance de dépression

évaluée par le test de nage forcée (FST)

Le test de la nage forcée (FST) est largement impliqué dans I’évaluation des
médicaments antidépresseurs chez les rongeurs (Can A et al, 2012). Les résultats ont
montré que les rats intoxiqués par I'OTA ont présenté une augmentation significative
du temps d'immobilité qui reflete un état de désespoir, cela signifie que I'animal perd
I'espoir d'échapper a I'environnement stressant et nous pouvons interpréter cela
comme un état de dépression et I'incapacité a maintenir les efforts pour se sauver.
Alors que les rats témoins, ont montré un comportement de fuite, et une

augmentation du temps de mobilité.

Ce comportement peut étre du a des perturbations au niveau du systeme
nerveux central, et comme c’est déja mentionné I’Ochratoxine A provoque une
altération et une perturbation des taux de neurotransmetteurs certains d’entre eux
sont impliqué au développement de la dépression comme la sérotonine et la
dopamine. La Dopamine stimule la production de la sérotonine, pendant que la
sérotonine a un effet inhibiteur sur la production de la dopamine. Ceci explique la
réduction du taux de la sérotonine aprés I"administration des neurotoxines qui altérent
la sécrétion de la dopamine (Lee et al., 2015). En outre ’OTA s’accumule dans plusieurs

régions du cerveau y compris : hippocampe, le cortex, la substance grise et le striatum
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qui regroupe un grand nombre des récepteurs dopaminergiques, la toxine y exerce un
effet neurotoxique qui en résulte en une déplétion de la dopamine qui sera impliqué
dans le Parkinsonisme (Sava et al., 2006) ce qui aura comme effet d’un faible stimulus

de la sérotonine ce qui résulte en une dépression.

Les rats intoxiqués par I'OTA ont recu un traitement par I'huile essentielle de
Mentha spicata, a travers le FST ils ont montré un comportement moins dépressif et
une augmentation du temps de mobilité, comme on I'appelle un comportement
d'échappement par rapport aux rats traités a I'OTA. La Mentha spicata a montré un
effet antidépresseur sur les rats Wistar intoxiqué par I'Ochratoxine A. Nos résultats
sont en accord avec les découvertes de Jedi-Behnia et al.,, (2020) qui ont aussi
remarqué un effet antidépresseur de la Mentha spicata a travers le test FST qui s’est
reflété par 'augmentation du temps de mobilité chez les rats traité par I’huile essentiel
de la plante. Ceci peut étre attribué a sont effet de modulation du CNS et son effet
antidépresseur (Bouyahya et al., 2021) et aussi que la Mentha spicata est également
connue pour ses effets neuromodulateurs et neuroprotecteur ainsi que son effet
d'inhibition de la dégradation induite par le peroxyde d'hydrogéne de la dopamine et
de la sérotonine (Zengin et al.,, 2022) Nos résultats sont accords avec I'étude de
Behnam Jedi-Behnia.(2017) qui montre que I’essence végétale de la Mentha spicata
posséde une activité antidépressante probablement a cause de leurs composés (en
particulier la Carvone) avec un mécanisme sérotoninergique ont induit leur effet

(Behnam Jedi-Behnia, 2017).

Le traitement par 'HEC, a montré un effet anti dépresseur, les rats traité on
présenté une amélioration de leurs état psychique a travers le FST en réduisant le
temps d’immobilité qui reflete I’état de fuite du danger. Ces résultats sont en accord
avec Bin-Bin et al., (2015) qui suite de 'administration d’HE de Syzygium aromaticum
chez des rats avec une dose de 200 mg/kg par gavage a remarqué un effet
antidépresseur évaluer par deux tests : la nage forcé et la suspension de la queue qui
donne des résultats significative. De plus, La méme étude a confirmé que le Traitement
a long terme de I'huile essentielle de Syzygium aromaticum par gavage posséde une
propriété antidépresseur efficace qui améliore de maniere significative la voie

hippocampique par I'amélioration des niveaux de protéines extracellular signal-
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regulated kinase (p-ERK) hippocampique, et les protéines CycliccAMP response
element-binding protein (p-CREB) et facteur neurotrophique dérivé du cerveau chez
des souris exposées a un stress léger chronique imprévisible. En plus, selon Garabadu
et al. (2011) I'Eugénol améliore le niveau de sérotonine (5-HT) améliorés dans tous les
SNC régions, avec réduction de la noradrénaline dans toutes régions du SNC a
I'exception de I'hippocampe. L'eugénol a exercé son action par la régulation du

cerveau monoaminergique et hypothalamo- systémes hypophyso-surrénalien.

7.3.3 Effet de PFOTA HEM et HEC sur la performance de la mémoire et
I’apprentissage évalué par le test du labyrinthe de Morris

Le labyrinthe de Morris a était réalisé pour but d’évaluer la mémoire spatiale et
’apprentissage chez les rongeurs, a travers ce test on a reporté un temps de latence
élevé significativement pendant la période d’apprentissage chez les rats intoxiqué par
’OTA par rapport au groupe témoin, ils ont mal mémorisé I’endroit de la plateforme
comme on a enregistré une diminution du nombre de visite du cadrant Nord-Ouest
(NO). Ceci reflete une altération dans I'apprentissage et la mémoire chez les rats
intoxiqué par la toxine

L’Ochratoxine A s’accumule dans divers régions du cerveau y compris
’Hippocampe, en provoquant le stresse oxydatif qui peut induire le développement
des neurodégénérescences grace a inhibition de la synthése protéique et son effets
apoptotique, des études ont également montré que I'OTA induit I'apoptose dans le
locus niger, le striatum, I'hippocampe et d'autres régions du cerveau (Sava et al.,
2006); (Sava et al., 2007). Delibas et al (2003) ont reporté que IOTA réduit les
récepteurs NMDA au niveau de I’hippocampe, ce qui affecte les fonctions cognitives.
Puisqu’il est déja connu que I'hippocampe est la structure principale impliquée dans la
mémaoire, I'apprentissage, les fonctions cognitives et les émotions, toute altération ou
blessure au niveau de sa structure peut entrainer des troubles de mémoire, la maladie
d'Alzheimer et d'autres problemes.

Encore, la transmission GABAergique est essentiel pour la formation et le
fonctionnement corrects du cerveau, et régule la neurogenése adulte dans la zone
sous-granulaire (SGZ) du gyrus denté de I’hippocampe (Watanabe et al., 2019 ; Tozuka
et al., 2005) L'hippocampe est I'une des rares régions du cerveau adulte, y compris la

zone ventriculaire (chez les rongeurs), et récemment montrée chez I'homme le
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striatum, qui continuent a produire de nouveaux neurones (Ernst et al., 2014). La
neurogenése hippocampique adulte est impliquée dans la mémoire et I'apprentissage,
et la neurogenése perturbée est impliquée dans les troubles cognitifs et les troubles de
I'humeur, y compris I'anxiété et la dépression (Tanokashira et al., 2017)

Le traitement des rats exposés a I'OTA avec l'huile essentielle de Mentha
spicata, a montré des améliorations significatives de ’apprentissage et la mémoire par
rapport aux rats intoxiqués. Les rats ont mieux mémorisé la zone de la plateforme par
rapport aux rats intoxiqués. Ceci reflete un effet correctif de I'huile essentielle de
Mentha spicata, et une amélioration de la mémoire et I'apprentissage. Selon Ali-
Shtayeh, M. S et al (2019), I'huile essentielle de Mentha spicata, a montré son inhibition
de I'enzyme Acétylcholine estérase (AChE) qui est responsable de I'hydrolyse de
I'acétylcholine en choline et en acide, comme ils proposent d'utiliser I'HE extraite des
parties aériennes de Mentha spicata pour lutter contre les maladies
neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer, en utilisant son activité
d'inhibition de la cholinestérase pour améliorer la signalisation nerveuse pourraient
étre dues a la fortes concentrations en mono terpénes comme le Carvone. Ce qui
explique et justifie nos résultats.

Le traitement par I'huile essentielle du Syzygium aromaticum a montré des
effets significativement amélioratifs, de I'apprentissage et de la mémoire par rapport
aux rats intoxiqués, et une bonne mémorisation e lieu de la plateforme, ceci refléte un
effet correctif de I'huile essentielle de Syzygium aromaticum envers les dommages
causés par ’OTA au niveau de I’Hippocampe (Sava et al., 2007).

Dans le méme contexte, I"étude de Bachiri et al. (2020) montre que
’administration de Syzygium aromaticum chez des souris atteintes par I’Alzheimer
présente une amélioration dans cognition et comportementaux cela est confirmé que
I'exercice de natation qui a augmenté de maniére significative le BDNF dans
I'hippocampe des souris traitées. Et aussi, une étude de Fatemeh et al. (2022)
montrent que la consommation d'huile de girofle peut étre une bonne stratégie
thérapeutique pour prévenir la progression de la maladie d'Alzheimer en réduisant
I'apoptose et améliore ’lhoméostasie mitochondriale, aussi Huile de clou de girofle a
des effets cholinergiques et glutaminergiques (Kumar et al., 2016). Latiful Akbaret al

(2021) indique que I'eugénol augmentait le nombre de cellules souches neurales (NPC)
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et de cellules granulaires (GC) putatives, et diminuait également la mort des cellules
neuronales dans la gyrus denté DG, Aussi une augmentation dans la complexité
dendritique des neurones dans la région gyrus denté (DG); alors que dans la corne
d'ammonis 1 (CA1), I'eugénol n'a donné qu’un effet positif que sur la surface terriere.
Latiful Akbar et al (2021) ont indiqué aussi que I'Eugénol a un effet
neuroprotecteur y compris la mémoire et ’'apprentissage qu’était testé sur des souris
évaluant par le test de labyrinthe en Y et la piscine de Morris ou I'eugénol a augmenté

et amélioré la mémoire spatiale et de reconnaissance chez la souris.

7.4 Parametres biochimiques

8.3.1 Dosage du Cortisol dans le sang

Nos résultats ont démontré une augmentation significative dans le dosage du
Cortisol dans le sang du rongeur par rapport au groupe témoin. Nous avons réalisé le
dosage du taux de Cortisol dans le sang du rat, puisqu'il représente un biomarqueur de
stress psychologique. Dans un état de stress, I'amygdale qui est impliquée dans
I'évaluation de la réponse comportementale dans I'état de peur et d'anxiété envoie un
signal de stress a I'hypothalamus. Il active le systéme nerveux sympathique (SNS), la
glande surrénale pour provoquer une augmentation des catécholamines, comme
I'épinéphrine qui entraine I'augmentation des fréquences cardiaques et provoque
également l'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS). D'abord la
libération de la Corticolibérine (CRH) par I'hypothalamus, elle agit en signalant la
glande pituitaire qui libére ensuite I'hormone adrénocorticotrope (ACTH), elle descend
vers les glandes surrénales au-dessus des reins, puis I'ACTH se lie a la récepteurs du
cortex surrénalien, la zona fasiculata ou et enfin un glucocorticoide appelé le Cortisol
sera produit (King et al., 2015). Nos résultats sont en accord avec les travaux de Kumar
et al (2011) car il a constaté que I'OTA provoquait un déséquilibre du taux sanguin

d'une gamme d'hormones dont le Cortisol.

Le traitement par I'huile essentielle de la Mentha spicata, a montré une
réduction significative dans le taux du cortisol par rapport a lot intoxiqué par ’OTA.
Nos résultats sont en accord avec Mazandarani et al. (2018) car il a trouvé que

’administration de I’extrait Mentha piperita résulte une diminution dans le taux de
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cortisol. En parallele de Lorena et al. (2021) qui indiquent que Iutilisation d’essence
végétale des plantes influence sur le systéme nerveux et ont la capacité de diminuer le

niveau de cortisol sanguine et par la suite diminue le niveau de stress

Apreés I'administration d’HE de Clou de girofle le résultat biochimique de cortisol
subi une réduction observable dans le taux de cortisol sanguine chez les rats
intoxiqués traiter par cette huile. Nos résultats sont en accord avec I’étude de Crislaine
et al (2019) indiquent que "administration d’eugénol présente une diminution dans le

taux de cortisol sanguine comparant par les poissons témoins

8.3.2 Dosage du taux de Glycémie dans le sang

Le test réalisé a montré une augmentation significative dans le taux de glycémie
dans les échantillons du groupe intoxiqué par "OTA par rapport aux temoins. Ce
dosage est réalisé en tant qu’un précurseur de stresse psychologique. Car en état de
stresse la glycémie et la pression artérielle augmentent sous I'effet de I’Adrénaline
pour but d’assurer le transport du glucose et de 'oxygéne a tout les organes du
corps. Nos résultats sont en accord avec Eeza et al (2022), qui on remarqué une
augmentation dans le taux du glucose aprés une administration de 1 uM d’OTA. Le
dosage de taux de glycémie sanguine chez les rats intoxiqués par I'OTA présente un
taux trés élevée de glycose sanguine comparant avec des rats témoins cella pourrait
signifier L'hyperglycémie est un facteur de risque de dysfonctionnement neuronal, en

particulier d'altération des mécanismes de signalisation (Sathya et al., 2016).

L’administration du I’huile essentielle de la Mentha spicata nous a permis de
remarqué une diminution dans le taux du glucose par rapport aux rats intoxiqués par
’OTA. L’effet hypoglycémique du HEM est déja prouvé, selon Bayani et al, (2017) la
Mentha spicata a un effet antidiabétique qui peut étre due a son effet antioxydant,
comme ils ont aussi remarqué que le taux de glucose a diminué chez des rats
diabétiques, nos résultats sont donc en accord avec ceux de Brahmi et al. (2019) qui
ont aussi remarqué que ’'HEM a put réduire I'hyperglycémie induite par le Pd et Mn.
Certaines études ont prouvé que les propriétés antidiabétiques de ces plantes sont
liées a des composés tels comme polysaccharides, flavonoides, terpénoides, tanins et

stéroides (Hooda et al., 2014)
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Apres I'administration d’HE de Syzygium aromaticum, les résultats montre une
diminution dans le taux de glycémie sanguine chez les rats intoxiqué traiter comparant
avec celle des rats intoxiqués, alors ces résultats repose que le clou diminue la réponse
aux stress. Plusieurs résultats sont en accord avec nos résultats. L’étude de Crislaine et
al (2019) montre que "administration d’eugénol présente une diminution dans le taux
de glucose sanguine (Crislaine et al.,2019) , et une dose de 50 mg /I d’eugénol capable
de réduire le glucose sanguine ( andre et al., 2021) . Une autre étude d’Amanda et al.
(2020) rapporte qu’apres I'administration de 'HE de clou nano-encapsulée présente
une diminution dans le taux de glycémie sanguine. En plus les travaux de Solomon
(2019) chez des rats diabétiques sont constatés que I’Eugénol extrait de ’lHEC présente
un effet antidiabétique qui régule le taux de glucose sanguin a travers I'inhibition de

glycogene phospholipase et stimule le glycogéene synthase.

8.4 Histopathologie

L’étude histologique a montré qu’une exposition aigué a I’OTA a induit des
l[ésions et des hémorragies dans des différentes régions du cerveau, en plus quelques
neurones de Purkinje éosinophilique et des changements dégénératifs on aussi était
détectés. Nos résultats sont en accord avec Bhat et al. (2018), qui ont trouvé que
I'OTA induit diverses lésions cérébrales comme les hémorragies méningées, corticales
cérébrales et sous-épendymaires et provoque des stratifications dans la région du
cervelet. Nos résultats ont aussi permetté de distinguer une gliose, qui est un
processus de prolifération des cellules gliales suite a des dommages induit au niveau
des tissus cérébrale (Noristani et al., 2018) Ceci refléte les perturbations induites par
I’Ochratoxine A au niveau du cerveau. Selon Fahimeh et al. (2021) et Sava et al. (2006).
Les dommages induits par 'OTA sur le tissu cérébrale est provoqué par son effet sur le
statu oxydatif (peroxydation lipidique et activité SOD), car ca affect toutes les régions
du cerveau et fait augmenter la toxicité aussi sont effet génotoxiques et son effet sur
le cycle cellulaire provoque un dysfonctionnent et un déséquilibre et méme affect
’adhésion cellulaire en interagissant avec les protéines. L’accumulation de 'OTA au
niveau des différentes régions du cerveau, et son pouvoir apoptotique en altérant la

signalisation cellulaire et aussi en provoquant un stresse oxydatif au niveau du cerveau
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qui génére des radicaux libre capables d’altérer les fonctions cellulaires, sont 'unes des
principaux mécanismes de la toxicité de ’Ochratoxine A Fahimeh et al . (2021). En plus
elle est connue pour son effet sur ’ADN qui peut toucher la production protéique ce
qui induit un perte de ’homéostasie cellulaire et des altération tissulaires (Nourbakhsh

etal., 2021).

L’administration de ’'HEM a reflété un effet correctif sur les dommages induit
par ’OTA dans le cerveau. La Mentha spicata est connue pour sont fort effet
antioxydant grace a ses composants phénolique qui interagissent pour diminuer le
tresse oxydatif et en revanche une diminutions des dommages tissulaire et une
protection (Zengin et al., 2022) et aussi pour son effet neuroprotecteur et
neuromodulateur et la stimulation de la signalisation neuronale (Hanafy et al., 2020)
grace a ses activité on a remarqué une diminution des dommages induit par ’OTA au

niveau du cerveau,

Le traitement par ’'HE du Syzygium aromaticum a présenté un effet bénéfique
au niveau du cerveau des rats intoxiqués par 'OTA. L’HEC es riches en composants
poly-phénolique, tannins et flavonoides qui attribuent dans sont effet antioxydant,
pour mener un effet protecteur pour la structure cérébrale, comme il exerce une
neuromodulation en inhibe I'activité de 'AChE pour une meilleur signalisation et

activité cérébrale (Amir et al. 2022)

8.5 Le docking moléculaire

Nous avons réalisée le docking moléculaire de 3 molécules qui sont;
I’Ochratoxine A, le Carvone et I’Eugénol pour investir leurs affinité avec le récepteur
acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) qui se trouve au niveau de I'hippocampe. Les
structures et leurs donnés sont récupéré a partir des bases des données PubChem et

Swiss-Prot.

A P'aide du programme AutoDock nous avons pu simuler la formation de ces
complexes et évaluer leurs affinités Les résultats ont ensuite étaient analysés en
utilisant PyMol et LigPlot+ (Laskowski et al., 2011). Parmi les 3 molécules, seulement 2

molécules ont une affinité avec le récepteur NMDA, les meilleures conformations des
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ligands ont été analysées pour leurs interactions de liaison ont été évaluées par les
énergies libres de liaison (affinité d'amarrage, kcal / mol). Les résultats sont exprimés

dans e tableau suivant :

Tableau XV Interaction des protéines avec le récepteur NMDA

Ligand Amarage Meilleur Bande Distance
Kcal/mol mode d’intéraction  (A)

rmsdu.b.  d’hydrogéne

Ochratoxine - 8.1 0 lle 548 (C) 2.89
Eugénol -5.4 ) Lys 458 (D) 2.84
Carvone -4.9 o] -

Selon le tableau et parmi ces protéines I’Ochratoxine A a la meilleure affinité
avec le récepteur NMDA, son interaction avec le récepteur est avec une interaction de
liaison hydrogéne au niveau de I'acide aminé lle 548 avec une distance de 2.89 A.
L’OTA est déja mentionné d’avoir un effet sur les récepteur NMDA en réduisant leur
nombre au niveau de I’Hippocampe, ceci est mentionnée par le auteurs : Delibas et al.

(2003), Okutan et al.( 2004) et Yoon et al (2009)

Suivis par I’Eugénol, avec une interaction de liaison Hydrogéne au niveau du
I’Acide aminé Lys 458 avec une distance de 2.84A. Selon la littérature ’Eugénol a une
action inhibitrice des récepteurs NMDA pour induire l'effet anesthésique et
analgésique (Dal B6 et al., 2013) ce qui montre qu’une fixation est possible de
’Eugénol et récepteur NMDA, ce qui est reflété par le résultat du docking réalisé

comme il est exprimé dans la figure suivante.
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L’intérét principale de notre travails en premiers lieu est d’évaluer le risque liée
a lintoxication par "Ochratoxine A sur le cerveau et par la suite le systéme nerveux
centrale (SNV) et les mécanismes impliqués dans sont pouvoir toxique, ainsi que I'effet
prophylactique ,et I'efficacité de traitement par deux huiles essentielles qui sont ’'HE
de Mentha spicata (la menthe verte ) et ’HE de Syzygium aromaticum ( le clou de
girofle Jadministré par voie intrapéritonéale avec une dose de 0.1 ml/kg durant une
période de 15 jours évaluant leurs pouvoirs thérapeutiques dans la réparation des
dommages induites par "Ochratoxine A (OTA) sur des rats Wistar, en utilisant des
divers approche expérimentale: neurocomportementaux , biochimique et

histologiques .

D’une part, des travaux qui menent sur les animaux ont montré que 'OTA a une
faible dose se présente dans le sang avec un pourcentage de 83% a 90%, et grace a sa
nature lipophile ’OTA pourrait traverser tous les barriéres avec une diffusion simple
ainsi que la barriére hémato-encéphalique et induit des altérations et des dommages

au niveau cérébrale méme avec une faible dose.

Nos résultats ont montré que I’'administration de 289ug/kg/p.c. d’OTA par voie
intrapéritonéale durant toutes les 48h pendant deux semaine ,entraine une réduction
du poids corporel et une baisse significative de poids de cerveau chez les rats
intoxiqués par I’OTA, et induit des altération et des troubles neuro-comportements. De
plus , les résultats relatifs aux tests de comportement nous a permis d’observer et
d’enregistrer un état d’anxiété par le test de: obscurité/lumiére et 'open Field ,
I’installation de I’états dépressive a était évaluer par le test de la nage forcé, ainsi que
la perte de la capacité de mémorisation et d’apprentissage évaluant par le test de
piscine de Morris et la perte de désir d’exploré un nouvelle environnement estimé par
le test d’open Field et la piscine de Morris qui montre P'installation d’un état de stress,
aussi une hypoactivité locomotrice estimé par le test d’open Field et la nage forcé, ces
résultats remarqués sont la conclusion de la perturbation provoqué par I'intoxication a
’OTA et qui entraine une perturbation des voies de transmissions sérotoninergique,

GABAergique, et cholinergique impliqué dans le contrdle de ces comportements.

L’état de stress observé chez les rats intoxiqués par ’OTA a été aussi confirmé

par des résultats biochimiques: le dosage de taux de glycémie a révélé une
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augmentation significative dans le taux de glycémie sanguine qui est d( probablement
a l'intoxication par 'OTA, cette hyperglycémie pourrait étre due a la glycogénolyse

hépatique et musculaire pour parvenir aux besoins énergétiques au niveau cérébral.

Dans le méme contexte, ’OTA a influencé sur le taux de cortisol sanguin et qui
est un bio marqueur de stress, leurs dosage révélai une augmentation dans le taux de
cortisol sanguin et cette hypercortisolémie pourrait étre due a des altérations

hypophysaire, surrénalienne.

Les résultats de I’étude histologique au niveau de cerveau rapporte la présence

des lisions au niveau cérébrale, des traces de neuro-dégénérescence et d’une gliose

D’autre part, I"administration de I’HE de Mentha spicata avec une dose de
o.1ml/kg/p.c. Par voie intrapéritonéale (IP) pendant quinze jours reflete des résultats
positives chez les rats intoxiqués (OTA) et traité par ’THEM comparant aux celles des

rats intoxiqués.

Ce traitement nous a permis d’observé un gain de poids corporel observable, et
une augmentation dans le poids de cerveau, aussi des améliorations significativement
supérieur dans les fonctions cognitifs et neurocomportementaux selon les tests
neurocomportementaux qui sont réalisés a partir de sixieme jours de traitement, ainsi

que les tests biochimiques montre une diminution de taux de glycémie et de cortisol.

Tout fois, I'étude histologique montre I’effet neuroprotecteur de la menthe
verte qui a permis de réduire les lisions provoqué par I’OTA au niveau cérébrale .........
ce qui montre leurs pouvoirs thérapeutique et neuroprotecteur grace a son

composées qui constitue leurs HE principalement le Carvone.

En revanche, le traitement par 'HEC (0.1ml/kg/p.c.) par voie IP pendant quinze
jours a permis d’induire une nette amélioration des perturbations entrainé par 'OTA,
ce qui observé par une augmentation dans le poids corporel, aussi le poids de cerveau,
réduire les taux de glycémie et de cortisol sanguin et par la suite réduire I'état de

stress.

D’ailleurs, les résultats des rats intoxiqué traités par HEC présente une

amélioration dans leurs capacité de mémorisation ainsi que leurs pouvoirs et leurs
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désirs d’exploré un nouvel environnement, aussi une amélioration dans leurs état

psychique, avec une amélioration locomoteurs.

En termes d’histologie, I"ladministration d’HEC illustre un effet correctif grace a

son composant actif qui est 'eugénol

La technique de Docking moléculaire , nous a permis d’estimé I'impact de ’OTA
sur les récepteurs d’NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique) qui résulte qu’il y a une
affinité entre ’OTA et les NMDA , ce qui montre les altérations induite aux niveau
cérébral, en effet I'interaction entre I"’eugénol ( le composé actif de clou ) et les NMDA
et le Carvone (le composé actif de menthe ) avec les NMDA résultent que seulement
Peugénol a une affinité avec les récepteurs d’NMDA ce qui explique le pouvoirs
anesthésique clou de girofle. Pendant que le Carvone ne représente aucune affinité

avec les récepteurs NMDA.

A la lumiére des résultats trouvés, le traitement par ces deux HE (HEM, HEQ)
montre un pouvoirs prophylactique et leur capacité de réparer les troubles causées par

I’intoxication aigue de ’OTA chez des rats adultes.

En terme de perspective, il serait envisageable d’entreprendre un ensemble

de protocoles expérimentaux plus approfondi portant sur différents volets :

> Elargir la batterie de test comportemental afin de mieux clarifier I'effet
neurotoxique de ’OTA et leurs mécanismes d’action .

» Le dosage de I’OTA au niveau cérébral.

» Réalise des travaux sur le stress oxydatif induit par ’OTA au niveau de cerveaux
et d’autre organe.

» Evaluer I'effet neurotoxique sur des jeunes rats aux cours de développement.

» L’évaluation de I'effet antioxydant de traitement par la Mentha spicata et
Syzygium aromaticum et quel composant est le responsable de cette activité.

> Réalise des travaux sur I’effet d’eugénol (composant actif de clou de girofle)
contre ’OTA, et la neurotoxicité.

» Réalise des travaux sur I’effet de Carvone (composant actif de la menthe verte)
contre la neurotoxicité induite par ’OTA.

> Réalise ’'HPLC de clou de Girofle et de menthe.
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» Réaliser des nouvelles expérimentations sur la définition des mécanismes
d’action de Mentha spicata sur ’amélioration dans le tissu cérébrale selon une
étude biochimique et histologique.

» Réaliser des nouvelles expérimentations sur la définition des mécanismes
d’action de sur Syzygium aromaticum ’amélioration dans le tissu cérébrale

selon une étude biochimique et histologique.
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