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Résumé

La présente these s’inscrit dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles végétales
notamment de deux plantes tres utilisées dans la pharmacopée traditionnelle marocaine : Syzygium

aromaticum et Laurus nobilis.

Ce travail a pour objectif de déterminer la composition chimique et les activités
antibactérienne et antioxydante des huiles essentielles de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis
extraites par hydrodistillation. Il a également pour but d’évaluer ’activité antioxydante des différents
extraits non volatiles des deux plantes et d’explorer les extraits aqueux pour des études in vivo, chez le
rat wistar a fin d’évaluer leurs effets diurétiques et anti-stress oxydatif induit par le peroxyde

d’hydrogene.

Les résultats du criblage phytochimique par CG/SM des huiles ont montré que le 1,8-cinéole
(26.76 %), 1-a-pinene (8.63 %), linalool (7.78 %), 2-caréne (7.81 %), a-terpineol (6.94 %) et eugenyl
methylether (6.63 %) sont les composés majoritaires de 1’huile essentielle du Laurus nobilis, alors que

celle du Syzygium aromaticum est dominée par 1’eugenol (87.03 %).

Concernant 1’activité antibactérienne, toutes les souches bactériennes testées ont été sensibles
aux deux huiles essentielles. Les diamétres d’inhibition allant de 13.75+0.4 a 20+0.4 mm pour
Syzygium aromaticum et de 13.3+0.4 a 26.6£0.4 mm pour Laurus nobilis. L’étude de I’activité
antioxydante des deux huiles essentielles a montré un pouvoir antioxydant tres fort comparé au témoin
(BHT).

L’évaluation de D’activité antioxydante des extraits aqueux, éthanolique, méthanolique et
acétate d’éthyle des deux plantes par différents tests montre que ces extraits possédent effectivement

un potentiel antioxydant remarquable.

L’exploration in vivo de I’effet diurétique des extraits aqueux des deux plantes, chez le rat
wistar, montre un effet protecteur contre 1’hépato-néphrotoxicité induite par H.O.. En effet, les
résultats de cette étude expérimentale ont montré que les extraits aqueux des deux plantes ont
augmenté le débit urinaire, ainsi ils ont protégé les rats contre les dommages de stress oxydatif induit

par H20,.

Mots-clés : Huile essentielle, stress oxydant, antioxydant, Syzygium aromaticum, Laurus

nobilis, effet protecteur, effet diurétique.




Abstract

The present thesis is part of the development of natural plant resources mainly two plants
widely used in the traditional Moroccan pharmacopoeia : Syzygium aromaticum and Laurus nobilis.

The aim of this work is to determine the chemical composition and the antibacterial and
antioxidant activities of the essential oils of Syzygium aromaticum and Laurus nobilis extracted by
hydro-distillation. Furthermore, an evaluation of the antioxidant activity of non-volatile extracts of the
two plants will be performed and their aqueous extracts will be explored in vivo using Wistar rat in
order to evaluate their diuretic and anti-oxidative stress effects. The oxidative stress is induced by

hydrogen peroxide.

The results of the phytochemical screening by CG/MS of the essential oils showed that 1,8-
cineole (26.76%), 1-a-pinene (8.63%), linalool (7.78%), 2-carene (7.81%), o -terpineol (6.94%) and
eugenyl methylether (6.63%) are the main compounds of Laurus nobilis, while that of Syzygium
aromaticum is dominated by eugenol (87.03%).

Regarding antibacterial activity, all the bacterial strains tested were sensitive to the two essential
oils. The inhibition diameters ranged from 13.75 + 0.4 and 20 + 0.4 mm for Syzygium aromaticum and
from 13.3 £ 0.4 to 26.6 + 0.4 mm for Laurus nobilis. The study of the antioxidant activity of the two

essential oils showed a very strong antioxidant activity in comparison to the control (BHT).

The evaluation of the antioxidant activity of different extraction, namely the agqueous, ethanolic,
methanolic and ethyl acetate extracts of the two plants by different tests showed that they have

remarkable antioxidant potentials.

In vivo exploration of the diuretic effect of the aqueous extracts of the two plants, using Wistar
rats’ model, showed a protective effect against hepato-nephrotoxicity induced by H,O.. Indeed, the
results of this experiment demonstrated that the aqueous extracts of the two plants increased the urine

flow, hence they protected the rats against the damage of oxidative stress induced by H>O5.

Keywords : Essential oil,, oxidative stress, antioxidant, Syzygium aromaticum, Laurus nobilis,

protective effect, diuretic effect.




Listes des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

AFNOR : Association francaise de normalisation

AGPI : Acide gras polyinsaturés

ABTS : 2,2 azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid
AAT : Activité antioxydante totale

ALT : Alanine aminotransférase

AST : Aspartate aminotransférase

Ac : Acide

As : Ascorbique

ATP : Acide triphosphate

BHA : Butylhydroxyanisole

BHT : Butylhydroxytoluéne

CO.: Dioxyde de carbon

CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse
Cl : Chlore

CHU : Centre hospitaliere universitaire

CTX : Cefotaxime

CASFM : Comité de I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie
CMI : Concentration minimale inhibitrice

CMB : Concentration minimale bactéricide

Cosm : Clairance osmotique

CH20O : Clairance de I’eau

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrozyl

DMSO : Diméthylsulfoxyde

ERO : Espéce réactive d’oxygeéne

E.coli : Escherichia coli

Ext : Externe

Eq : Equivalent




ERN : Espéce réactive de 1’azote

FRAP: Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter

Fe: Fer

GPx: Glutathion peroxidase

H202: Peroxyde d’hydrogéne

HOCI : Acide hypochloreux

HE : Huile essentielle

ICsp : Concentration inhibant 50% de ’activité
IN : Infection nosocomial

Int : Interne

K+ : Potassium

K : Kanamycine

LDL : Lipoprotéine de haute densité

LDH : Lactate déshydrogénase

LN : Laurus nobilis

MDA : Malondialdehyde

Mb nucléaire : Membrane nucléaire
MHA : Mueller Hinton Agar

MHB : Mueller Hinton bouillon

MS : Matiere séche

NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NO: : Dioxyde d’azote

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OH* : Radical hydroxyle

ORAC : Oxygen Radical Absorbance
PAM : Plante aromatique et médicinale
PPM : Phosphomolybdate

PC : Poids corporelle

PG : gallate propylée

SOD : Superoxyde dismutase




SA : Syzygium aromaticum

SEM : Erreur type de la moyenne

TBHQ : Tétrabutydroxytoluéne

TTC : Triphényltétrazolium

UFC : Unité formant colonie

UV : Ultraviolet

VLDL : Lipoprotéine de trés faible densité
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Introduction générale

Retracer I’histoire de la phytothérapie, c’est tracer 1’histoire de 1’humanité elle-méme.
Avant I’introduction des médicaments chimiques, I’ Homme s’appuyait sur les propriétés
curatives des plantes médicinale qui ont été la principale source de produits utilisés pour
maintenir la santé. On estime que 80% des habitants du monde vivent dans des pays les moins
développés, et selon l’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) 80% des populations
dépendent exclusivement de la médicine traditionnelle. Ce qui signifie que plus de 3.3
milliards de personnes dans les pays moins développés utilisent régulierement des plantes
medicinale [1].

Les plantes aromatiques et médicinales ont actuellement une importance considérable
en raison de leurs attributs particuliers, en tant que source importante de composés
phytochimiques thérapeutiques pouvant conduire au développement de nouveaux
médicaments. La plupart des composés phytochimiques d’origine végétales tels que les
phénols et les flavonoides ont des effets positifs sur la santé, d’ou I’intérét pour la rechercher
et ’application industrielle de plantes aromatiques et médicinales pour soulager, soigner et

prévenir les problémes de santé.

Des bactéries dangereuses résistantes aux antibiotiques ont été observées avec une
fréquence croissante au cours des derniéres décennies [2]. Cette résistance aux antibiotiques
peut se produire via trois mécanismes généraux : la prévention de 1’interaction du médicament
avec la cible, I’efflux de I’antibiotique lors de la cellule et la destruction ou la modification
directe du composé [3]. Tandis que les bactéries précédemment identifiées résistantes aux
antibiotiques continuent de gagner en fréquence et en nombre dans le monde, de nouveaux
problémes de résistance sont apparus récemment qui compliquent d’avantage et entravent le
traitement des maladies infectieuses critiques [4]. L’épidémie actuelle de résistance

bactérienne est attribuée en partie a la surutilisation d’antibiotiques [5].

Les espeéces réactives d’oxygeéne (ERO) étaient considérés comme des sous-produits
toxiques du métabolisme aérobie qui ont été éliminées par les antioxydants [6]. La

surproduction des ERO résultante d’une exposition a des agents oxydants provoque un




déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants engendrant ainsi des dommages dans les
biomolécules (ADN, protéines, acides aminés et lipides) qui peuvent donner lieu au stress
oxydatif qui donne naissance a diverses pathologie a savoir les maladies neurodégénératives

[7,8] et cardiovasculaire, diabéte et le cancer [9,10].

Actuellement il existe des thérapies contre diverses pathologies, mais elles présentent
de sérieux effets secondaires le plus souvent indésirables. Pour diminuer ces effets
secondaires des recherches sont focalisées sur les produits naturels végétales dont le but est la

recherche des molécules bioactives.

Dans ce contexte, 1’objectif principal de notre travail est la recherche des ressources
naturelles alternatives aux médicaments dont la composition contienne des molécules

chimiques.

Pour atteindre 1’objectif globale, nous avons procédé par I’extraction des huiles
essentielles des deux plantes étudiées Laurus nobilis et Syzygium aromaticum par la méthode
d’hydrodistillation, et I’extraction par macération et soxhlet en utilisant de 1’eau et des
solvants organiques. Dans un premier temps on a commencé par 1’évaluation in vitro de
’activité antioxydante des huiles essentielles et celle des extraits puis une analyse quantitative
des polyphénols, flavonoides et activité antioxydante totale, et enfin une évaluation du
pouvoir antibactérien contre des bactéries résistantes responsables des infections
nosocomiales au service pédiatrique. Dans un deuxiéme temps, on est passé a I’étude in vivo
par I'investigation des extraits aqueux des deux plantes pour étudier I’effet diurétique et
évaluer I’effet protecteur contre 1’hépato-néphrotoxicité induite par le peroxyde d’hydrogene

(H202) chez le rat wistar.

Dans ce présent travail, nous présentons dans la premiére partie une synthese
bibliographique dont la quelle nous avons donné des informations sur les plantes aromatiques
et médicinales, aussi sur les méthodes d’extractions des huiles essentielles et des différents
extraits, et & la fin des apercus sur leurs activités biologiques et pharmacologiques étudiées.
Quant a la deuxieme partie du travail présente les différentes approches méthodologiques

utilisées in vitro et in vivo.

La dernicre partie est consacrée a la description et 1’analyse des résultats obtenus dans
le sens d’évaluer 1’activité antioxydante et antibactérienne in vitro d’une part, et d’autre part
mettre en valeur I’effet diurétique et 1’effet protecteur contre la toxicité hépato-rénale des

extraits aqueux des deux plantes in vivo chez les rats wistar.
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Chapitre | : Les plantes médicinales et aromatiques

I.  Geéneralité sur les plantes médicinales et aromatiques

Les plantes ont, tout le temps, été employées pendant des siecles comme remédes pour
les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeur thérapeutiques
[11,12]. Le pouvoir de guérison des plantes provient des effets de leurs métabolites
secondaires [13]. L’utilisation des plantes par ’Homme est une pratique antique[14]. De nos
jours la majorité des habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses plantes, compte
tenu de leurs propriétés aromatiques, comme source d’assaisonnement ou comme remede en
médecine traditionnelle. Cette utilisation reste archaique ne se base sur aucun critére
scientifique. En effet, les plantes possédent un réservoir de substances immenses pour se
protéger contre les microorganismes, les insectes et les mauvaises herbes[14]. Une plante
médicinale est définie par la pharmacopée par une plante dont au moins une partie possede

des propriétés médicamenteuse, également appelées « drogue végétale »[15].

Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) constituent une richesse naturelle
pouvant jouer un r6le important dans le développement socio-économique de certaines

régions économiquement défavorisées.

Le Maroc est un producteur de PAM. Par ses contrastes géographiques, le Maroc offre une
gamme variée de bioclimats permettant I’installation d’une flore riche (plus de 4200 especes)
et une diversité de ressources phylogénétiques en PAM (600 especes). Le Maroc occupe la
premiére place parmi les pays du Sud de la Méditerranée pour sa richesse en plantes
endémiques [16]. Cette voie vers la médecine par les plantes « phytothérapie » peut
s’expliquer par le fait que les plantes sont accessibles et abondantes, rendant ainsi la
phytothérapie préférable surtout dans les pays en voie de développement selon « OMS
2002 ». Les PAM ont été utilisées dans le domaine thérapeutique, alimentaire, industriel,

cosmétique...[17]




Il. Les huiles essentielles

1. Définition

Les huiles essentielles, essence ou egalement appelé huile volatile, I’ensemble
d’extraits volatils de composition complexe obtenu des plantes aromatiques. Il s’agit de
substances odorantes, lipophile, volatiles de consistance huileuse, synthétisé et stocké dans
certains tissus vegétaux spécialisés, tres concentrées, offrant une forte concentration en
principes actifs. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous-produits du
métabolisme secondaire. Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeon, de

fleurs, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits [18].

Selon la pharmacopée européenne [19]: «Produit odorant, généralement de
composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premiére végétale, soit entrainer par la
vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un procédé mécanique appropri¢ 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 ».

Selon AFNOR (Association Francaise de Normalisation) [20] : « ce sont des produits
généralement odorants, obtenus soit par entrainement a la vapeur d’eau , de végétaux ou de
parties de végétaux, soit par expression du péricarpe frais de certaines citrus. Cette définition

excluant les essences obtenues par d’autres procédés d’extraction ».

Dans la nature, les huiles essentielles jouent un rdle tres important dans la protection
des plantes en tant qu’antibactériens, antiviraux, antifongiques, insecticides et aussi contre les
herbivores de ces plantes. Ils peuvent également attirer certains insectes pour favoriser la

dispersion des pollens et des graines, ou repousser d’autres indésirables [21].

2. Origine et localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le regne végétal et sont localisées dans
toutes les parties de la plante avec des quantités variables. Elles se forment dans le cytoplasme
de certaines cellules vegétales spécialisées et elles peuvent étre stockees et emmagasinées
dans diverses structures : les poches (Myrtacées, Rutacées) ou les canaux sécréteurs, les poils
sécréteurs (Lamiacées) et les cellules sécrétrices (Zingibéracées, Lauracées) [22]. Elles sont
présentes dans différents organes végétaux producteurs, variant en fonction de la zone

productrice : les sommites fleuries (ex : lavande, menthe...), dans les racines ou rhizomes (




ex : vétiver, gingembre) , dans 1’écorces (ex : cannelles), le bois ( ex : camphrier), les fruits

(ex : citron), les graines ( muscade) [23,24].

3. Propriétes physico-chimiques des huiles essentielles

Les propriéteés physiques des huiles essentielles se resument en leurs indices,
densité, solubilité dans 1’alcool, viscosité, pouvoir rotatoire, point d’ébullition et congélation.
Les HEs sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles ce qui fait la différence
avec les huiles fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans 1’alcool que dans les solvants
organiques usuels. Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et sensibles a
I’oxydation et tres altérables. Par conséquent, leur conservation nécessite de 1’obscurité et de
I’humidité, c’est la raison a laquelle I'utilisation de flacons en verre opaque est tres
recommandée. Leurs densité est généralement inférieure a celle de 1’eau (a 1’exception des
huiles essentielles de clou de girofle ou de cannelle) [25]. La plupart des huiles essentielles
sont colorées : jaune pale pour les huiles du laurier et romarin, rougeéatre pour la cannelle et

jaune foncé pour citronnelle [26].

4. Les techniques d’extraction des huiles essentielles

4.1. Hydrodistillation

Elle est la plus répondue, car elle convient a la majorité des plantes.
L’hydrodistillation consiste a immerger directement le matériel végétal dans 1’eau, puis
I’ensemble est porté a ébullition. La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et par
conséquent la libération des molécules odorantes. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau un mélange hétérogéne (1’huile-eau). Ces vapeurs hétérogenes sont condensées

sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité [16, 20].

4.2. Entrainement a la vapeur d’eau

Le matériel végétal est traversé par un courant de vapeur d’eau qui va tirer les
substances volatiles hydrophobes. Apres condensation, la séparation se fait par décantation.
Cette methode minimise les altérations hydrolytiques en apportant une amélioration a la

qualité des huiles essentielles.




4.3. Extraction par expression a froid

C’est une méthode spécifique a I’extraction des huiles essentielles des agrumes :
mandarines, oranges, citrons... c’est une méthode trés simple qui consiste a briser
mécaniquement par abrasion des poches a essence localisées au niveau de 1’écorce du fruit

pour en recueillir le contenu [28].

4.4. Enfleurage

L’enfleurage est une ancienne technique, et assez difficile. Elle est basée sur la forte
affinité des molécules odorantes pour les graisses. Elle est réservée principalement aux fleurs.
Celles-ci sont étalées délicatement sur des plaques de verre enduites d’une mince couche de
graisse froide. Les substances volatiles diffusent et sont absorbées par la graisse et ensuite ces
graisses sont épuisées a I’alcool. Ce dernier récupére les senteurs et qui sera ensuite évaporé

sous vide.

4.5. Extraction par les solvants

Cette technique est utilisée pour les organes végétaux présentant une faible
concentration en huile essentielle qu’on ne peut pas extraire par hydrodistillation. Le procédé
consiste a €puiser le matériel végétal par un solvant, a bas point d’ébullition, qui sera par la
suite éliminé par distillation sous pression. L’évaporation du solvant donne un mélange
odorant de consistance pateuse [29]. Le solvant choisi devra posséder une stabilité face a la

chaleur et sa température d’ébullition sera basse pour faciliter son élimination.

4.6. Extraction par le CO2 supercritique

Dans cette extraction par le dioxyde de carbone liquide ou supercritique, un courant de
CO2 a forte pression fait éclater les poches a essence. Cette méthode est meilleure que
I’hydrodistillation en termes de colt, d’énergie, d’économie, du rendement et de qualité du
produit obtenu du fait que le dioxyde de carbone est incolore, inodore, ininflammable et non
toxique [2, 22].

4.7. Extraction par micro-onde
L’extraction par micro-onde consiste a chauffer I’extractant (eau ou solvant organique)

mis en contact avec la plante sous 1’énergie micro-ondes ce qui permet un chauffage

homogene, les vapeurs sont ensuite entrainées dans le col de cygne avant d’étre condensées




dans le réfrigérant puis recueillies dans un essencier. Cette méthode d’extraction permet un

gain de temps et d’énergies considérables avec une qualité du produit obtenu [30].

5. Les métabolites secondaires et composition chimique des huiles essentielles

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces métabolites
secondaires interviennent dans les relations qu’entretient la plante avec les organismes vivants
qui ’entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels de la coévolution des plantes
avec les organismes vivants, tels que parasites, pathogénes et prédateurs mais aussi
pollinisateurs et disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme
diversité des composés secondaires. Ces derniers présentent une énorme valeur économique

(en particulier pour I’industrie pharmaceutique et cosmétique).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables selon 1’organe, les
facteurs climatiques, la nature du sol, les pratiques culturales et le mode d’extraction [31]. Ce
mélange de constituants appartient a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques

distinctes : les terpenes volatils et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

5.1. Les composés terpéniques

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels largement répandus dans le régne végétal
de structure cycliqgue ou non (acyclique, monocyclique, bicyclique ou tricyclique). Leur
particularité structurale la plus importante est la présence, dans leur squelette, d’unités
isoprenique (2-methyl-1,3-butadiene) a cing atomes de carbone (C5H8) [32]. Ainsi, ils sont

classés selon :

e Le nombre de carbone : les monoterpenes (C10), les sesquiterpénes (C 15), et moins
fréguemment les diterpénes (C 20), les triterpenes (C30) et les tétraterpenes (C40).

e Leurs fonctions : cétones (menthone, camphre, thuyone), alcools (géraniol, linalol),
esters (acétate de linalyle), éthers-oxydes (cinéole), aldéhydes (citral,citronellal)

e Leur structure : linéaire (farnéséne, farnésol) ou cyclique : monocyclique (humuléne,
zingiberene), bicyclique (cadinéne, caryophylléne, chamazuléne) ou tricyclique

(cubébol, patchoulol, viridiflorol).




5.1.1. Les monoterpenes

Ce sont des hydrocarbures aliphatiques, saturés ou insaturés. Ils peuvent étre
acycliques
comme le myrcénes, ocymene..., ou cycliques comme le pinéne, camphene. .., et méme

aromatiques comme le p-cymeéne, aussi, ils peuvent contenir des atomes d’oxygenes

ii? L%

Myrcene Sabinéne +)-C amphcnc Limonéne
D
Pipériténone Menthol Carvone Pulegone

Figure 1: structure chimique de quelques monoterpénes

5.1.2. Les sesquiterpénes

IIs sont formés par assemblage de trois unités isoprénigues (C15). Cependant leur

structure ainsi que leur fonction restent méme que celles des monoterpénes.

5.2. Composés aromatiques

Les composés aromatiques dérivent du phénylpropanes (C6-C3), ils sont moins
fréquents que les térpenes. Cette classe est caractérisée par des composés odorants bien
connus comme [’eugenol, I’estragole, la vanilline, I’anéthole et bien d’autres. Ils sont

caractéristiques des huiles essentielles du clou de girofle, la canelle, le basilic, I’estragon...[22,
32] (Figure 2).
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Figure 2 : Exemples de structures de composés dérivés du phénylpropane
6. Méthodes d’analyses des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont considérées comme une matiere premiere destinée a divers
secteurs d’activités tels que la parfumerie, la cosmétique, 1’industrie pharmaceutique et
agroalimentaire, d’ou la connaissance de la composition chimique reste une étape importante
et nécessaire pour en contréler la qualité et y déceler une éventuelle spécificité en vue de leur
valorisation. L analyse quantitative et qualitative des huiles essentielles fait appel a plusieurs
méthodes et techniques. Ces méthodes consistent a 1’utilisation des techniques de séparation

et d’analyse des structures chimiques.

6.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode de séparation mais aussi
d’analyse, c’est la technique usuelle dans 1’analyse des huiles essentielles. La méthode a été
perfectionnée et permet maintenant de séparer les constituants des mélanges tres complexes
contenant jusqu’a 200 composés. Elle s’applique principalement aux composés gazeux ou

susceptible d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. La CPG est aussi une méthode




d’analyse. Le mélange a analyser est vaporisé a 1’entrée d’une colonne, qui renferme une
substance active solide ou liquide appelée phase stationnaire, puis il est transporté a travers
celle-ci a I’aide d’un gaz porteur (ou gaz vecteur). Les différentes molécules du mélange vont
se séparer et sortir de la colonne les unes apres les autres aprés un certain laps de temps qui
est en fonction de I’affinité de la phase stationnaire avec ces molécules. En effet les temps de
rétention peuvent donner une information sur la nature des molécules et les aires des pics
fournissent une quantification relative. Les indices de rétention sont ensuite comparés avec
ceux des produits de référence (mesurés au laboratoire ou décrit dans la littérature). Malgré
tout, ceci ne peut suffire a une bonne identification, sans 1’apport du couplage entre la CPG et
une technique d’identification spectroscopique : en général la spectrométrie de masse
CPG/SM [33].

6.2. Chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse (CPG/SM)

La spectrométrie de masse est une technique analytique qualitative de choix pour les
composés organiques. Elle permet de recueillir des informations en vue d’élucider la structure
des especes présentes méme en faible quantité dans un échantillon. La méthode est basée sur
la séparation des constituants a I’aide de la CPG et leur identification par le biais de la SM.
L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétentions (IR) et des
données spectrales (spectres de masse) des constituants avec les caractéristiques de produits

de référence [34].

7. Les propriétés biologiques et thérapeutiques des huiles essentielles

Depuis des millénaires, ’Homme a utilis€¢ les huiles essentielles d’une maniere
empirique pour guérir et prévenir les maladies. Les propriétés médicinales des huiles

essentielles sont trés nombreuses.

Les effets anti-inflammatoires ont été décrit pour les huiles essentielles de Calluma
vulgaris, Geum urbanum, Juniperus communis et Salix caprea [35]. Récemment, des études
ont montré que les huiles essentielles de Chromoleana odorata et de Mikania cordata,
donnaient des tests d'inhibition positifs sur la lipoxygénase L-1 de soja, modele de la
lipoxygénase humaine (5-LO) impliquée dans les processus de l'inflammation [36]. Dans une
autre étude, il a été montré que celles de Chromoleana odorata présentaient des actions
positives sur la fonction Cyclooxygénase de la Prostaglandine H-synthétase [37]. Une étude

trés récente a montré un effet anti-inflammatoire trés significatif de I’huile essentielle de




Bougainvillea glabra [38]. Il existe certaines huiles essentielles qui présentent des activités
anti-tumorales in vitro. Elles sont utilisées dans des traitements préventifs que curatifs.
L’huile essentielle du Cymbopogon flexuosus a été étudiée d’une part pour déterminer sa
toxicité in vitro contre douze lignées de cellules cancéreuses humaines et d’autre part pour
évaluer ’activité anticancéreuse in vivo a 1’aide de mode¢les de tumeurs solide chez les rats.
Les résultats ont montré des effets de cytotoxicité significatifs et dose dépendant, I’huile de
lemon grass a une activité anticancéreuse prometteuse et entraine une perte de viabilité de
cellules tumorales en activant le processus apoptique [39]. Une étude est faite sur 1’huile
essentielle de bergamote (Citrus bergamia) a montré une efficacité anticancéreuse in vitro
contre les cellules de neuroblastoma SH-SY5Y humaines [40]. Une étude est faite par
Pudziuvelyte L et al [41] sur I'huile essentielle d’Elsholtzia ciliata a montré une activité
antiproliférative sur trois lignées de cellules cancéreuses testées (glioblastome humain (U87),
cancer du pancréas (Panc-1) et cancer du sein triple négatif (MDA MB231)) in vitro a des
concentrations élevées. Kumar et al a réalisé une étude qui vise a évaluer l'activité
cytotoxique des clous de girofle vis-a-vis des lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7
humain, on conclut que les clous de girofle sont des produits naturels présentant une
excellente cytotoxicite envers les cellules MCF-7 ; ils constituent donc des sources
prometteuses pour le développement d’agents anticancéreux [42]. Une étude est faite dans le
but d’évaluer I’effet protecteur de 1’huile essentielle du clou de girofle contre la cirrthose du
foie induite par le thioacétamide, en inhibant la prolifération anormale des cellules hépatiques

et en diminuant au méme temps le stress oxydatif [43].

Les huiles essentielles ont une action manifeste sur le systéeme digestif. Elles sont
efficaces contre la formation de gaz au niveau abdominal (huiles essentielles de basilic,
d’anis) et elles favorisent la formation des sucs gastriques nécessaires a une bonne digestion

(huiles essentielles de cumin, d’estragon, de menthe poivrée).

Le spectre d’action des huiles essentielles est trés étendu, car elles agissent vis-a-vis
d’un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux
antibiotiques. Les huiles essentielles agissent sur les bactéries a Gram positif aussi bien que
sur Gram négatif. L’origan, le thym, la sauge, le romarin et le clou de girofle sont des plantes
aromatiques dont leurs huiles essentielles sont tres riches en composés phénoliques comme
I’eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces composés possedent une forte activité inhibitrice

microbienne.




Différentes études antérieures et récentes ont confirmé, in vitro, [’activité
antimicrobienne de diverses huiles essentielles. Une étude antérieure a été faite pour évaluer
I’effet inhibiteur de I’huile d’oignon sur la croissance de quatre bactéries Gram (négatif) et
quatre autres Gram (positif), cette étude a révélé 1’effet antibactérien de cette huile sur toutes
les bactéries a I’exception de Klebsiella pneumoniae [44]. L’huile essentielle du Thymus
vulgaris est trés reconnue par son activité antibactérienne, cette réputation est due a sa
richesse en thymol (composés phénolique) [45]. 1l existe plusieurs huiles essentielles douées
du pouvoir antibactérien méme contre des souches résistances : Pseudomonas aeruginosa,

stapheloccocus aureus [46,47].

Un grand nombre de composés volatils ont été testés contre une large gamme de
champignons : Candida (C. albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus),
Penicillium chrysogenum. De nombreuses huiles essentielles incluant les huiles de thym,
citronnelle, clou de girofle et de cannelle révelent leur potentiel antifongique ont été décrites
[18,48,49]. Une étude de Raimundo et al [50] a montré que I’huile essentielle du fruit de
Grindelia integrifolia a une activité fongicide contre les principales maladies d’origine
alimentaire et les champignons responsables de la détérioration des aliments du genre
Aspergillus et Penicillium. L’huile essentielle d’Origanum vulgar présente un effet inhibiteur

contre trois genres de champignons : Cladosporium sp, Fusarium sp et Penicillium sp [51].

8. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles constituent un mélange de molécules actives, bien qu’elles
soient d’origine naturelle. Les huiles essentielles peuvent révéler de graves effets secondaires
et par conséquent étre dangereuses pour la santé. Pour cela I’utilisation des huiles essentielles
n’est a prendre a la 1égére. Les effets toxiques sont trés variables d’une huile a une autre et
dépend aussi de la sensibilité des consommateurs. Elles doivent étre prise a bon escient et a
dose adapté et de choisir le mode d’administration adéquat, et ce afin d’éviter la survenue
d’effets indésirables, voire méme 1’interaction avec d’autres médicaments. Ainsi, les huiles
essentielles peuvent étre irritants, allergisants, cytotoxiques, neurotoxiques, néphrotoxiques,

hépatotoxiques, ...

On distingue les toxicités suivantes :




» Toxicité par voie orale

Un pourcentage éleve des huiles essentielles couramment utilisées présentent une
toxicité par voie orale faible avec des doses létales a 50% (DL50) supérieures a 5 g/kg.
Cependant I’huile essenticlle d’origan présente une toxicité élevée presque 1.4 g/kg (chez
I’animal). Il existe d’autres huiles essenticlles toxiques exemples : huiles essentielles de
thuya, chénopode, de boldo et I’essence de moutarde [22]. L’eugénol, qui est un compose de
I’huile de thym provenant de thymus, capitatus, cilicus, funkii et vulgaris est hépatotoxique.
Chez I’enfant, une quantité aussi faible d’huile de girofle contenant de I’eugénol comme

compose majoritaire a entrainé une insuffisance hépatique Presque fatale [52].

» Toxicité dermique

L’application locale des huiles essentielles, en parfumerie ou en cosmétique, peut
générer des irritations, allergies voire photosensibilisation. C’est le cas de 1’huile essentielle
de thym, et de I’origan, qui sont connues pour leur pouvoir agressif et irritant. L’huile
essentielle de cannelle qui est dermocaustique et allergisante pour les personnes sensibles, et
les essences d’agrumes (citron, pamplemousse, ...) qui sont photosensibilisantes par des

réactions épidermiques apres exposition durable au soleil [53].

» Cytotoxicité

Certaines huiles essentielles peuvent se révéler cytotoxiques sur les cellules humaines
et animales. En effet, il a eté démontré que les huiles essentielles d’origan, de différentes
variétés, présentent une forte cytotoxicité sur des cellules humaines cancéreuses. Une étude a
mis en évidence I’activité cytotoxique de 1’huile essentielle du calamansi (Citrus microcarpa),
les résultats suggerent que cette huile a une activité cytotoxique plus grande sur le MCF-7
(cellules tumorales mammaires) et que cette activité peut-étre directement attribuée a la
quantité élevée de D-limonéne et a d’autres terpénes [54]. Egalement, il a été démontré que
les huiles essentielles de lavande et du thym sont cytotoxiques sur les cellules animales
[52,55,56].




> Neurotoxicité

L’utilisation prolongé de certaines huiles essentielles peuvent étre convulsivantes et
abortives. C’est le cas des huiles essentielles du Thuya, la sauge officinale et 1’absinthe qui

provoquent des effets neurotoxiques [57].

9. Principaux domaines d’application

Les huiles essentielles sont devenues une matiére d’importance €conomique
considérable avec un marché en constante croissance en raison de leurs diverses propriétés.
En effet, elles sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs
industriels comme pharmaceutique par leurs pouvoirs analgésiques, antiseptique,
antidiabétique...en alimentation vue leurs activité antioxydante et leurs effet aromatisant, en

parfumerie et en cosmétique en raison de leur propriété odoriférante.

» Aromathérapie

L’aromathérapie est ainsi un domaine de la phytothérapie, c’est une médecine
alternative, qu’est basée sur 1’utilisation des composés aromatiques extraits de plante, les
huiles essentielles. Ces dernieres ont une grande importance car elles induisent de nombreux
effets curatifs, ainsi, elles s utilisent de plus en plus dans diverses spécialités médicales telles
que : la podologie, la kinésithérapie, 1’ostéopathie, la rhumatologie ainsi que dans le domaine
d’esthétique [58,59].

» Agro-alimentaire

Vue les propriétés antiseptiques et aromatisants, les huiles essentielles sont employees
quotidiennement dans les préparations culinaires (ail, laurier...). Elles sont également trés
prisées en liquoristerie (boissons anisées...) et en confiserie (bonbon, chocolat...). Leur
pouvoir antioxydant leur permet de conserver les aliments pour des longues durées en évitant

les moisissures.




» Cosmétologie et parfumerie

Les HEs sont trés recherchées dans I’industrie des parfums et des cosmétiques en
raison de leurs propriétés. L’industrie de la parfumerie consomme d’importants tonnages
d’essences (60%) en particulier celles de Jasmin, de rose, de violette, de verveine... les HEs
sont aussi consommées en cosmétiques : les dentifrices, les shampoings, les crémes solaires,
les rouges a levres.

> Pharmacie

Les essences issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation
d’infusion (verveine, thym, menthe ...) et sous la forme de préparations galéniques. Plus de
50% de médicaments sont a la base de composants actifs de plantes. La propriété aromatisant

des huiles essentielles permettent de masquer I’odeur désagréable de médicaments administré
par voie orale.




Chapitre Il : Stress oxydatif : radicaux libres et défense antioxydant.

I.  Espeéces réactives oxygénes (ERO)

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet électron a se
réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformeées
deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine [60]. Les
radicaux libres, dérivés du métabolisme, sont produits dans toutes les cellules, méme si
certaines en fabriquent des quantités plus importantes (les macrophages pendant la
phagocytose). Les principaux radicaux libres présents dans les cellules aérobies, notamment
les cellules humaines, sont, les ions peroxydes, des radicaux hydroxyles, le peroxyde
d’hydrogéne et les métaux de transition [61]. Les radicaux libres sont des espéces chimiques a

tres forte réactivité.

Il. Sources des radicaux libres

1. Production intracellulaire

La production des ERO dans les cellules des mammiferes découle de plusieurs sources
essentiellement enzymatiques. Les oxydases (NADPH oxydase) constituent un « point
d’entré » en produisant I’anion superoxyde dont dérivent d’autres ERO. Il existe d’autres
sources de production des radicaux libres telles que, les déshydrogénases, cyclo et
lipoxygénase et la xanthine oxydase. Chez la plupart des organismes eucaryotes, 1’accepteur
final d’¢lectrons est I’oxygene : il s’agit de la respiration aérobie. Cette respiration conduit a
la production d’eau (figure3). Cette réaction peut cependant laisser fuir des électrons qui vont
produire des espéces radicalaires de 1’oxygeéne. De méme, les radicaux libres sont produits in
vivo sous D’action de plusieurs systemes biochimiques tel que, les cellules neuronales,
endothéliales et phagocytaire (macrophages). Le stress intellectuel ou thermique peut

influencer la production des radicaux libres [62, 63].
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Figure 3 : sites de production des radicaux libres
2. Production extracellulaire

Plusieurs facteurs exogeénes li¢s a I’environnement ou au mode de vie sont a I’origine
de I’augmentation du stress oxydant dans 1’organisme par I’accumulation de radicaux libres

dans ce dernier.

Ces facteurs environnementaux incluant des agents cancérogenes non-génotoxiques
peuvent d’une facon directe ou indirecte étre impliqués dans la production et la génération des
radicaux libres (figure 4). Les rayonnements UV ainsi que 1’exposition prolongée au soleil

induisent la synthése de O2", OH' et H20> I’intermédiaire d’agents photo sensibilisant [64].

L’oxyde et le dioxyde d’azote (NO et NO2) sont largement présents dans notre mode
de vie (tabagisme, radiations ionisante, polluant industriels, pesticides...), ainsi qu’une
alimentation riche en graisse saturées et en sucres, consommation d’alcool et une alimentation
désequilibrée qui est pauvre en vitamines et oligo-éléments, sont autant d’¢léments favorisant

la production de radicaux libres [65].
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I11. Stress oxydant

A T’état normal, il existe un équilibre entre la production des ERO et la capacité
antioxydante intracellulaire [66], dans ces conditions, les cellules présentent un état redox
physiologique optimal, on dit alors que la balance Oxydant/Antioxydant est en équilibre. Mais
dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (endogeéne d’origine
inflammatoire, ou exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants tel que le tabac,
alcool, pollution...) ou d’une diminution des capacités antioxydantes (insuffisance d’apports
en micronutriments antioxydants, inactivation enzymatique) ou une combinaison de ces deux
facteurs, un déséquilibre entre la production des radicaux libres et le systéme de défense est a
I’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé stress oxydatif [67,68]. Ce déséquilibre va
se traduire par de nombreuses oxydations au niveau des macromolécules biologiques telles
que les acides gras polyinsaturés AGPI (fixation d’un radical sur une double liaison), les
protéines (modification de leur structure) et de I’ADN (rupture des chaines bicaténaires)

cibles des especes réactives de 1’oxygene.

Les espéces réactives d’oxygeéne réagissent avec de nombreuses molécules, ce qui

entraine des modifications de ces derniéres. Elles perdent alors leur activité au sein de la

g




cellule et cela a un impact sur le fonctionnement cellulaire plusieurs cibles peuvent étre

affectées.

» Oxydation d’ADN : I’ADN nucléaire et mitochondrial sont des cibles privilégiées des
ERO. Les modifications les plus répondus sont 1’oxydation des bases puriques et
pyrimidique et le squelette désoxyribose provoquant ainsi le clivage de deux brins et
des mutations génétiques [39, 63]. Ces altérations de la molécule d’ADN peuvent
conduire soit a I’arrét de 1’induction de la transcription ou de la transduction des voies
de signalisation. Il existe des systemes de réparation de I’ADN mais lorsqu’ils sont
débordés, ces systemes ne sont plus suffisants et cela entraine des altérations du
matériel génétique qui peuvent causer des mutations, des cancers ou la mort cellulaire
[69].

» Altération des protéines : les protéines sont formées d’acides aminés qui peuvent agir
avec les radicaux libres. Parmi les acides aminés les plus réactifs sont 1’histidine, la
proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute modification dans le
fonctionnement de celle-ci comme : la non reconnaissance des récepteurs par les
ligands et perte de I’activité enzymatique [70, 71].

» Altération des membranes lipidiques : les acides gras polyinsaturés ainsi que les
phospholipides membranaires sont les cibles privilégiées des attaques oxydatives. Les
radicaux libres peuvent arracher un atome d’hydrogéne aux chaines latérales d’acides
gras des lipides pour former des radicaux alkyles. Ceux-ci vont ensuite réagir avec
I’oxygene moléculaire pour former des radicaux pyroxyles. La peroxydation lipidique
entraine une désorganisation des lipides membranaires, résultant ainsi une altération

de sa fluidité et par conséquent une lyse cellulaire [63, 72, 73].

Toutefois le corps humain possede des mécanismes de défense contre les effets nocifs
des radicaux libres. Ce sont des enzymes qui dégradent les peroxydes et les métaux de

transition et des protéines ou d’autres molécules qui emprisonnent les radicaux libres.

IVV. Pathologies liées au stress oxydant

Actuellement, plusieurs problémes de santé découlent du stress oxydant. L’oxydation
des lipides et I’attaque des lipoprotéines circulantes par les ERO induisent a la formation
d’athérosclérose [74], tandis que 1’oxydation de I’ADN via la formation de dérivés toxiques

de I"oxygene ce qui constitue un facteur de risque dans I’initiation et le développement du




cancer. De méme les ERO agissent sur le glucose et sur les protéoglycanes, ce qui provoque
le diabéte de type Il et par conséquent les concentrations anormalement élevés de glucose
dans I’organisme déclenchent les complications liées au diabéte telles que 1’insuffisance
rénale, la rétinopathie diabétique [75, 76]. Les ERO seraient également impliquées dans les
maladies neurodégénératives, notamment la maladie d’Alzheimer, ou la mort neuronale. De
plus, les radicaux libres en excés seraient impliqués plus ou moins directement dans le

vieillissement cognitif [77, 78].

V. Exemple du stress oxydant par le peroxyde d’hydrogene
(H202)

1. Réaction de fenton

Environ de 2% d’oxygéne respiré est transformé en O2° ~ cela se fait au niveau de la
mitochondrie. L’anion superoxyde O2 ~ est considéré comme un radical primaire, lui-méme
est un précurseur d’autres espéces réactifs oxygénées telles que le radical hydroxyle OH~ et le

peroxyde d’hydrogéne H20: .

2. Meécanisme de toxicité de H202

H20> est un métabolite endogéne physiologique retrouvé dans toutes les cellules
vivantes de 1’organisme, son action est intense au foie, la rate, le sang et les tissus
vascularisés. Le mécanisme de toxicité le plus répondue pour le peroxyde d’hydrogene repose
sur la dénaturation des protéines. Le pouvoir oxydant de H2O; est trés élevé par rapport a
d’autres ¢éléments tels que 1’acide hypochloreux (HOCI). Le mécanisme du peroxyde
d’hydrogene est comparable a celui de I’acide hypochloreux. Ce mécanisme est fondé sur la
rivalité entre les réactions d’oxydations moléculaires et la réaction de repliement de la
protéine a son équilibre. Les réactions d’oxydation entrainent le déliage et I’agrégation des
protéines (figure 5). Le H202 connu parmi les oxydants de basse cinétique avec les cystéines,
va activer des protéines chaperonnes beaucoup plus lentement, ceci oblige 1’existante de

douces conditions de déploiement, comme la chaleur pour réagir avec la cystéines [79].
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Figure 5 : Schéma du mécanisme d’action protéique de ’acide hypochloreux, proche de celui du

peroxyde d’hydrogéne (Winter et al., 2008)
3. Conséquence d’excés d’H202 dans I’organisme

A cause de la haute réactivité de H2O», ce dernier va indirectement attaquer les lipides

membranaires, I’ADN et d’autres entités cellulaires.

Certains travaux mettent en relief I’existence d’une oxydation préférentielle par le
peroxyde d’hydrogéne de nombreuses acide aminé du corps humain, en particulier la cysteine.
L’exces d’eau oxygénée endogene serait une source de stress oxydatif dont I’ADN est une
cible préférée. En effet, la guanine en réagissant avec le radical hydroxyle OH., tant a
s’apparier avec 1’adénine au lieu de la cytosine, et par conséquent provoque des mutations au

niveau de I’ADN et donc des changements ou altérations du message génétique [80].

4. Métabolisme d’H202 dans I’organisme

Le processus de desintoxication physiologique du peroxyde d’hydrogéne dans
I’organisme est possible par 1’intermédiaire de deux principales enzymes : la glutathion
peroxydase et les catalases. Elles permettent de gérer la concentration de H20. dans
différentes parties de la cellule et a chaque niveau. La glutathion peroxydase se charge de
I’accumulation dans le cytosol et les mitochondries, tandis que la catalase intervient pour
traiter les grandes quantités accumulées dans les peroxysomes. Il existe d’autres éléments a

savoir les caroténoides et la vitamine E qui participent a la réalisation de cette action. On ne




peut pas négliger la participation des globules rouges dans la détoxification vue leur

concentration importante en catalase.

V1. Les antioxydants

Un antioxydant est toute molécule endogene ou exogene présente en faible
concentration qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire I’ampleur de la destruction
oxydante des biomolécules. Les antioxydants sont des molécules oxydables qui, en agissant
comme donneurs d’hydrogéne vis-a-vis d’un radical hydroperoxyle, interrompent la réaction
en chaine de formation des peroxydes [81]. Ces derniers ont été largement utilisés dans le
contréle du rancissement oxydatif des lipides dans les aliments, qui est une cause majeure de
détérioration de la qualité, des pertes nutritionnelles, du changement de saveur et la
décoloration. Outre la prolongation de la durée de conservation des produits alimentaires [82].
Les antioxydants sont pour la plupart synthétiques (hydroguinone, pyrogallol, acide gallique
et gallate), et sont rajoutés aux huiles dans I’industrie alimentaire. Ils peuvent par contre étre
présents a 1’état naturel dans les huiles végétales (vitamine E, polyphénols de 1’olivier,

flavonoides, certaines huiles essentielles) [81].

1. Les antioxydants naturels

1.1. Antioxydants endogénes : enzymatiques

La cellule est pourvue de systeme de défense tres efficace. Les antioxydants
enzymatiques sont capables d’éliminer les radicaux libres de fagon permanente et efficace en
transformant 1’anion OH" et le H202 en produits non toxiques : I’eau et 1’oxygeéne moléculaire

[83]. Les antioxydants sont principalement trois enzymes: la superoxyde dismutase, la

catalase et les peroxydases.

e Le rble majeur du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des
ions superoxydes en peroxyde d’hydrogene et en oxygene moléculaire.

e La catalase, essentiellement présente dans les peroxysomes, dans les érythrocytes et
les peroxysomes hépatiques, est capable de transformer le peroxyde d’hydrogene en

eau et en oxygene moléculaire.




L’activit¢ du glutathion peroxydase ou GPx, est de détoxifier le peroxyde
d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction

de I’hydroperoxyde avec I’oxydation d’un substrat réducteur.

Il existe d’autres enzymes jouant un rble négligeable dans la lutte antioxydante,

I’ensemble forme un systeme complexe glutathion réductase, thioredoxine réductase,

glutathion transférase...

1.2. Les antioxydants exogenes : non enzymatiques

Les antioxydants exogenes, vu leur efficacite, leur faible co(t et les leur

biodisponibilité, sont utilisés largement dans les aliments comme additifs dans le but de

prévenir la rancidité. Les légumes et les fruits sont des sources riches en antioxydants tels que

la vitamine A, la vitamine C, les caroténoides, les composés phénoliques et les flavonoides

qui préviennent les dommages de radicaux libres et réduisent les risques de maladies

chroniques.

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble, elle est connue
pour son action protectrice contre 1’oxydation membranaire [84]. Certains fruits et
Iégumes, en particulier crus, sont particulierement riche en vitamine C : kiwi, fraise,
framboise, orange, citron, pamplemousse, brocoli...

La vitamine E est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les
différents tocophérols. Ces derniers regroupent quatre substances : I’alphatocophérol
(plus actif), le béta-tocophérol, le gamma-tocophérol et le delta-tocophérol. La
vitamine E contribue a neutraliser les radicaux libres qui peuvent s’accumuler dans
les membranes lipidiques et les tissus gras de I’organisme et par conséquent elle joue
un réle primordial dans la protection de la membrane cellulaire. Les huiles végétales,
les noix, les graines sont de bonnes sources de vitamine E [85].

Les caroténoides sont des pigments (jaune a rouge) issus des plantes et
microorganismes, sont de longues moléecules trés hydrophobes et possedent un
systéeme de liaisons doubles conjuguées. Les caroténoides regroupent deux grandes
familles : les carotenes et les xanthophylles. Les caroténes sont constitués uniquement
de carbone et d’hydrogéne, tandis que ; les xanthophylles contiennent en plus des

atomes d’oxygenes.




e Les composés phénoliques : et en particulier les flavonoides, sont des métabolites
secondaires des plantes caractérisés par une structure commune de type 2-
phénylbenzopyrane. Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a terminer les
chaines radicalaires par des mécanismes de transfert d’électron et de protons, et a
chélater les ions des métaux de transition capables de catalyser la peroxydation
lipidique [86].

e La quercétine: molécule naturelle présente dans de nombreux légumes et

particulierement abondante dans les oignons, le thé et la peau des pommes.

Ils existent d’autres sources de composés antioxydants aussi intéressantes, dont
I’application peut s’étendre a des domaines comme la pharmacologie, la microbiologie

médicale et clinique, la phytopathologie et la conservation des aliments [87,88].

2. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques tel que le butylhydroxyanisole (BHA),
butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutydroxytoluéne (TBHQ) sont
largement utilisés dans I’industrie alimentaire comme additifs dans le but de prévenir la

rancidité parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels.

Le gallate de propyle et le butylhydroxyanisole sont des antioxydants phénoliques
synthétiques hautement actifs qui agissent en inhibant la chaine de réactions d’initiation et en

réduisant la peroxydation des acides gras insaturés [49].

Malgré leur forte activité antioxydante, I’exces de ces antioxydants synthétiques peut
étre toxique, responsable de mutagénicité et peut méme présenter un danger sur la santé

humaine.

VIl. Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygéne singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chelation des meétaux de transition [77].
L’antioxydant, auquel il manque un électron a I’avantage de ne pas se transformer en radical
libre. Il devient inactif. La réaction en chaine est stoppée. La synthése des radicaux libres dans

I’organisme cesse et les 1ésions sont ainsi tres limitées.




VIll.Méthodes d’évaluation in vitro de ’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer la capacité antioxydante. La majorité de ces
méthodes sont basées sur la mesure de la consommation des radicaux libres préalablement
formés comme les peroxydes ROO: : Plusieurs méthodes sont décrites dans la littérature

parmi lesquelles nous citons :

1. Test DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrozyl)

Le capteur de proton 1,1-diphenyl-2-picrylhydrozyle (DPPH) est un radical libre,
stable au cours du temps et largement utilis¢ pour évaluer D’activité antioxydante d’un
composé [89]. Le radical DPPH en solution est coloré en violet. En présence d’antioxydant
(donneur de proton), le radical DPPH est réduit en formant une liaison moléculaire stable
(figure 6). Le produit réduit présente une coloration vers le jaune. On mesure a I’aide d’un
spectromeétre a 517nm, la diminution de coloration de la solution qui est proportionnelle a la

capacité d’antioxydant.
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Figure 6 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH- entre I’espéce radicalaire

DPPH- et un antioxydant (AH) (Molyneux ; 2004)

L’activité antioxydante de 1’extrait est comparée a celle d’un antioxydant de référence
en termes d’équivalence ou en termes d’inhibition. La concentration du composé phénolique
nécessaire pour atteindre une disparition de 50% du DPPH a I’équilibre est connue comme
I’ICs0. La méthode du DPPH a €té utilisée par de nombreux auteurs, du fait de sa rapidité et

de sa reproductibilité.




2. Meéthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

Les métaux sont en géneral les meilleurs initiateurs de réactions en chaine susceptibles
de désequilibrer la balance du stress oxydatif en faveur de pro-oxydants. Parmi ces métaux, le
cation ferrique Fe3+ est le plus actif et on le retrouve souvent dans les aliments d’origine
végétale ou animale. Le pouvoir réducteur d’un extrait vis-a-vis du cation ferrique peut étre
considéré comme un indicateur de son activité antioxydante. L’activité antioxydante, non
enzymatique, d’inhibition de radicaux libres et de la peroxydation lipidique, est généralement
controler par des réactions d’oxydo-réduction ; la méthode de FRAP peut étre une bonne
méthode pour investiguer le pouvoir antioxydant d’un extrait en évaluant son pouvoir de
réduction du cation ferrique.

La méthode FRAP développée par Benzie et Strain 1996 [90] correspond a la
réduction d’un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(Ill)-TPTZ] de couleur jaune en
complexe ferreux [(Fe(ll)-(TPTZ)2] de couleur bleu, sous I’action d’un antioxydant (AH)

(figure 7), a un pH de 3.6 pour maintenir la solubilité du fer.
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Figure 7: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe (111)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Djahra, 2014)

Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue
intense apparait trés rapidement avec un maximum d’absorption a 593 nm., une gamme étalon
est d’abord réalisée avec une solution aqueuse de sulfate de fer heptahydraté (FeSO4-7H20)
entre 100 et 1000 uM pour s’assurer de la linéarité de la méthode et calculer les résultats. A
partir des valeurs d’absorbance lues a 593nm et mesurées a t=0 puis a t=4min apres le
mélange, les résultats peuvent étre exprimés en valeur FRAP suivant la formule :

FRAP = {[A(echatillion) t= 4 min — Achantillion) t = 0 min] / [Astandard) t = 4 min — Astandard) t = 0 min]} *
[standard].

- Agchantillan correspond a I’absorbance de 1’échantillon a t=0 ou t=4min

.



- Astandard correspond a I’absorbance de la solution de FeSO4-7H20 a t=0 ou t=4min
- [standard] correspond & la concentration en FeSO4 -7TH20
Plus la couleur bleue est intense, plus 1’échantillon est considéré comme étant un bon

réducteur.

3. Méthode de blanchissement du B-caroténe

Le test de blanchissement du B-caroténe permet d’évaluer 1’activité antioxydante des
extraits de plantes, qui consiste a suivre la cinétique de décoloration du B-caroténe par les
produits d’oxydation de 1’acide linoléique en présence d’un antioxydant. Le B-carotene est un
antioxydant lipophile qui protége les acides gras de l’oxydation ; I’ajout d’un deuxie¢me
antioxydant va permettre sa préservation. Plus 1’efficacité d’un antioxydant est grande, plus la

décoloration de la couleur du B-caroténe sera lente et vice versa [91].

4. Méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Cette méthode consiste a mesurer la protection exercée par une substance ou molécule
donnée contre 1’oxydation de la fluorescéine par les dérivés radicalaires de la dégradation
thermolytique du radical AAPH. Contrairement au test du DPPH, qui mesure une capacité de
réduction, il s’agit donc de la mesure d’un pouvoir antiradicalaire. Les résultats sont exprimés
par rapport a la protection exercée par un antioxydant de référence, le trolox est exprimé par
gramme de produit testé. Lorsque la fluorescéine est soumise a I’action oxydante d’un radical
libre, ’AAPH, on constate que sa réponse en fluorescence diminue au cours du temps
(environ 30mn). En présence d’une activité antiradicalaire (composé, produit naturel...) la
fluoresceine est protégée du stress et la durée de sa fluorescence est prolongée. C’est cette
augmentation qui permet de quantifier le pouvoir antiradicalaire par le biais d’un étalonnage

par le trolox.

5. Méthode d’ABTS

Le test ABTS [2,2-azino-bis  (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic  acide)]
Decolorization assay ou Trolox Equivalent Antioxydant Capacity (TEAC) est basé sur la
capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS™ de coloration bleu-vert en
le transformant en ABTS® incolore, par piégeage d’un proton par I’antioxydant. Une
comparaison est faite avec la capacité du Trolox (analogue structural hydrosoluble de la

vitamine E) a capturer ABTS". La décroissance de 1’absorbance causé par 1’antioxydant




reflete la capacité de capture du radical libre. La capacité antioxydante, exprimée en
équivalent trolox (TEAC), correspond donc a la concentration de trolox ayant la méme
activité que la substance a tester a une concentration. Le résultat est donné en uM ou mM

d’équivalent trolox par g de produit ou par ml s’il s’agit d’un liquide.

6. Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est largement utilisé pour évaluer I’activité antioxydante des
polyphénols. Le pouvoir réducteur est généralement associé a la présence de réducteurs qui
exercent une action antioxydante par rupture de la chaine de radicaux libres en libérant un
atome d’hydrogéne [92].

Dans cet essai, la présence de réducteurs (antioxydants) dans les extraits induit la
réduction du complexe Fe**/ ferricyanide a une forme ferreuse, ce qui conduit a un
changement de couleur de la solution d’essai, du jaune a différentes nuances de vert et de bleu
en fonction du pouvoir réducteur de chaque extrait testé. Par conséquent, la concentration de
Fe?* peut étre vérifiée en mesurant la formation de perles bleues a 700nm. L’augmentation de
I’absorbance a 700nm indique une augmentation du pouvoir réducteur. Une observation
similaire entre les constituants polyphénoliques en termes de dose dépendante et d’activité du

pouvoir réducteur ont été rapportés pour plusieurs extraits de plantes y compris le thé [93].




Chapitre lll : Infections Nosocomiales

I.  Historique

Les infections dites nosocomiales (du grec : noso=maladie et komein= prendre soin
de). En 19™ sigcle, ces infections étaient essentiellement les mémes que celles observées
alors dans la communauté (choléra, typhoide, tuberculose, variole...) tout au plus la
promiscuité¢ de beaucoup d’établissements rendait-elle encore plus probable 1’acquisition

d’une telle affection.

A la fin du 19°™ siécle, des progrés majeurs vont étre réalisés qui permettra de limiter

le développement d’infections hospitaliéres.

Les travaux de Louis Pasteur et Robert Kokh vont ouvrir I’ére de la microbiologie
moderneet permettent de bien comprendre la nature et les modes de transmission des maladies
infectieuses et par conséquent le développement des techniques d’isolement visant a interférer

avec les divers modes de transmission des agents infectieux.

La découverte de la penicilline résistante aux pénicillinases va permettre de mieux

contrdler les infections a staphylocoques dorés.

Ces infections sont difficiles a contréler car ces agents appartiennent le plus souvent a
la flore normale du patient et leur résistance ne fait que s’élargir parallelement au

développement des nouveaux antibiotiques.

I1. Définition des infections nosocomiales en réanimation

pediatrique

Les infections nosocomiales (IN) sont par definition des infections contractées dans un
établissement de soins, alors qu’elles n’étaient ni présentes, ni en incubation lors de
I’admission a I’hopital [94], la plupart des infections nosocomiales bactériennes se
manifestent aprés un séjour de 48 heures, et selon la période d’incubation du germe

responsable, le délai peut étre plus long.

Les nouveau-nés hospitalisés et en particulier les prématurés ont un état de santé
précaire et une altération des moyens de défense les rendant vulnérables aux infections

nosocomiales. L’incidence de ces derniers dans les unités de soins intensifs néonatales est




élevée. Elle est estimée a 11.4% aux Etat Unis et 7.2% en France [95]. Au Maroc, les données

concernant ’infection nosocomiale chez les nouveau-nés sont limitées, le taux d’incidence de

I’IN est estimé a 21.9% en réanimation mixte pédiatrique et néonatale. La présence des IN en

réanimation pédiatrique est un réel probleme de santé publique, elle est responsable

d’importante mortalité et morbidité [66].

Différentes infections nosocomiales pédiatriques

L’étiologie et la fréquence des IN sont trés variables et cela dépend de la région

étudiée. Quelques catégories d’infections :

>

Infections urinaires : I’infection urinaire nosocomiale en situation néonatale est
retenue malgré 1’absence de sondage et le diagnostic d’infection urinaire
symptomatique ou non est retenu devant un examen cytobactériologique des urines
positif.

Infections pneumatiques : chez les sujets sains, les voies aériennes inférieures sont
réguliérement soumises a une contamination microbienne a laquelle s’opposent
différents mécanismes des défenses : mouvements mucociliaires, sécrétions locales
d’immunoglobulines et activitté macrophagique alvéolaire. Le mécanisme
d’acquisition principal est la micro-inhalation de sécrétion contenant des
microorganismes pathogénes colonisant les voies aériennes supérieures et digestives.
Cette colonisation est favorisee par la présence de la sonde d’intubation endotrachéale
qui court-circuite la barriere naturelle entre oropharynx et trachée, altere la clairance
mucociliaire et inhibe le réflexe de toux. L’intubation peut aussi 1€ser I’épithélium de
la muqueuse trachéale et en faciliter la colonisation [96].

Infections liées aux cathéters vasculaires : on distingue deux voies d’acquisition des
microorganismes :

1) la colonisation par voie extra-luminale du cathéter est le mécanisme le plus
fréguemment évoqué dans les premiers jours suivant la pose. Les bactéries de la flore
cutanée du patient, ou du personnel migrent via la surface externe du cathéter inséré
le long du trajet sous- cutané.

2) la colonisation intra-luminale a pour origine I’introduction de microorganismes

plutét dans la lumiere du cathéter a partir du connecteur lors de la manipulation des




raccords sur la ligne veineuse (injection) ou par une préparation injectable

contaminée.

IV. Espeéces bactériennes étudiees

1. Escherichia coli

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Les E.coli sont
des hotes normaux du tube digestif, particuliérement au niveau de la partie distale de I’iléon et
du colon de I’homme et de la plupart des animaux (mammiféres et oiseaux) [97]. E. coli
colonise le tractus gastro-intestinal de I’Homme dés sa naissance et persiste dans le colon
pratiquement toute la vie. Ce microorganisme représente pres de 80% de la microflore
commensale anaérobie facultative de ce segment du tube digestif et assure, avec les autres
composants de la microflore, une barriere de protection de la muqueuse. Bien que la majorité
des souches d’E.coli soient commensales, certaines d’entre elles sont uropathogénes et
possedent des adhésives protéiques qui leur permettent de se multiplier sur les cellules
¢épithéliales de I’arbre urinaire et d’autre sont toxinogeénes et peuvent provoquer alors une

gastroentérite infectieuse [98].

2. Klebsiella Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie appartenant au genre Klebsiella. 11 s’agit
d’un bacille a Gram négatif immobile et souvent capsulé poussant sur milieu ordinaire en
atmospheére aéro-anaérobie. K. pneumonia est saprophyte des végétaux, eaux de surface, eaux
usées et sols d’ou leur dissémination dans 1’environnement hospitalier via des bouquets de
fleurs souvent ramenés par les visiteurs des patients. Elle est a 1’origine d’infections

communautaires, et aussi reconnue comme responsable d’infections nosocomiales (infections

urinaires, intra-abdominales, infection de site opératoire, pneumonies) [99].

3. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa connue aussi sous le nom de bacille pyocyanique est une bactérie a
Gram négatif, bactérie de I’environnement mais peut é&tre commensal du tube digestif. Pour
les sujets en bonne santé, P. aeruginosa est peu présent, avec seulement 2 a 10% de porteurs

tandis que chez les sujets hospitalisés ce taux peut atteindre 50% voire 60% sur les plaies des




brilures ou des escarres. Depuis I’émergence de cette espéce en tant que pathogene
opportuniste majeur, de nombreuses épidémies hospitalieres ont été décrites. Le plus souvent
les investigations menées au décours de ces épidémies identifiaient I’environnement hydrique
des services comme réservoir principal de contamination des patients. Saprophyte des
environnements humides, P. aeruginosa peut en effet survivre et se multiplier sur des
supports inertes humides (lavabo, robinet, savon, les humidificateurs des appareils de
ventilation). P. aeruginosa a une grande capacité a coloniser les surfaces sous forme de
biofilm. C’est par ailleurs un pathogéne opportuniste capable d’infecter un large spectre

d’hotes : hommes, animaux, plantes [100].

4. Staphylococcus aureus

Les Staphylocoques sont en générale des bactéries de type cocci a Gram positive. S.
aureus est une espece la plus importante des staphylocoques qui a pour habitat les fosses

nasales et les mains des individus sains.

Les infections a Staphylocoque se présentent souvent sous la forme d’infections
suppuratives superficielles cutanéo-mugueuses pouvant se compliquer par diffusion a distance

du foyer infectieux initial.

Plusieurs facteurs expliquent la fréquence et la gravité des infections a S.aureus, le
caractére ubiquitaire de la bactérie, la multi résistance de certaines souches aux antibiotiques.
Il s’agit des facteurs de virulence. Les staphylocoques ont en effet des capacités de sécrétion

de facteurs d’adhésion, d’enzymes de résistance ou encore de toxines [101].

5. Proteus mirabilis

Proteus mirabilis est une bactérie en forme de batonnée a Gram négatif, est connue
pour sa production d’uréase. P.mirabilis peut étre trouvé dans une grande variété
d’environnements, y compris le sol, les sources d’eau, et les eaux usées, mais il s’agit
principalement d’un commensal du tractus gastro-intestinal de I’homme et de ’animal. Bien
que la bactérie puisse causer diverses infections humaines, notamment celles des plaies, des
yeux, du tractus gastro-intestinal et des voies urinaires, elle est surtout connue pour les

infections des voies urinaires cathetésées [102-104].




V. Reésistance bactérienne

Pour échapper a I’action 1étale des antibiotiques, les bactéries ont développé de tres

nombreux meécanismes biochimiques de résistance, associés a une grande ingéniosité

génétique pour les acquérir et les diffuser.

D’autre part, des résistances peuvent survenir sur certains germes par mutation ou

acquisition de nouveau matériel génétique transporté par des éléments mobiles comme les

plasmides et les transposons.

Les quatre mécanismes principaux d’acquisition des résistances sont : ’inactivation de

I’antibiotique, modification de la cible de I’antibiotique, réduction de la perméabilité du

germe a la molécule antimicrobienne, et enfin les pompes a efflux d’antibiotiques (figure 8).

Ces quatre mécanismes doivent agir de maniéere synergique pour produire une souche

résistante, car un mécanisme seul ne serait pas suffisant [105].
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Figure 8 : Mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques

1. Inactivation de ’antibiotique

Les Dbéta-Lactamase, exemple d’inactivation d’antibiotique sont des enzymes qui

hydrolysent I’anneau béta-lactame contenu dans certains antibiotiques comme les pénicillines.




Découverte pour la premiére fois sur le staphylocoque aureus, les béta-lactamases sont

naturellement sécrétées par les organismes Gram-négatifs.

2. Modification de la cible de ’antibiotique

La modification de la perméabilité membranaire bactérienne a 1’antibiotique pourrait
agir d’une maniére synergique avec les mécanismes cités ci-dessous dans 1’acquisition de la
résistance bactérienne. Ce mécanisme est observé dans les résistances de certaines bactéries

Gram négatif (P. aeruginosa...) aux antibiotiques [106, 107].

3. Pompe a efflux d’antibiotiques

Les pompes a efflux servent a déplacer les molécules d’antibiotiques lors de
I’organisme bactérien avant qu’ils ne commencent a agir. Ce mécanisme peut étre observé
dans la résistance du Pseudomonas aeruginosa aux, céphalosporines, , tétracyclines,

pénicillines, chloramphénicol et fluoroquinoloes [108].




Chapitre IV : Anatomie du rein et effet diurétique

I.  Anatomie et physiologie du rein

1. Rein

Les reins sont localisés dans la partie arriére de 1’abdomen de part et d’autre de la
colonne vertébrale. Chaque rein a la forme d’haricot, mesure environ 12 cm de longueur, 7cm
de largeur et environ 3 cm d’épaisseur [109,110]. Chaque rein est surmonté d’une glande

surrénale et relié a I’artére aorte et a la veine cave inférieure par I’artére et la veine rénale.

Le rein est formé de deux zones (figure 9) :

v' La médullaire profonde centrale : formée par des pyramides de Malpighi dont
I’extrémité interne dénommeée papille. Chacune faisant saillie dans la cavité d’un petit
calice.

v Le cortex : coiffe la base des pyramides de Malpighi. Constitué principalement de

vaisseaux, de glomérules, et de tubes contournés.
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Figure 9 : Anatomie du parenchyme rénal
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2. Néphron

Chaque rein est constitué environ de 1200000 néphrons, le néphron est 1’unité

fonctionnelle du rein, sa majeure partie se trouve dans le cortex rénal. Chaque néphron

comporte :

v

Un corpuscule rénal : formation sphériqgue comprenant : le glomérule, capsule de
Bowman, chambre de filtration, pdles vasculaire et urinaire.

Les tubules rénaux permettent d’une part de transporter I’urine du glomérule vers le
tube collecteur et d’autre part la réabsorption et la sécrétion de certaines molécules.

Le glomérule C’est un réseau de capillaires de forme sphérique enveloppé par la
capsule de Bowman qui est formée par deux feuillets : un feuillet viscéral (int) au
contact du glomérule, et ’autre pariétal (ext) au contact du tissu conjonctif du rein.
Ces deux feuillets limitent la chambre de filtration cette derniere entoure le
glomérule, et contient I’urine primitive qui s’écoule par le pdle urinaire vers le tube
contourné proximal (TCP).

Le tube contourné proximal : se localise & la sortie de la capsule de Bowman et
recoit I’urine primitive évacuée au pole urinaire du corpuscule les cellules du tube
contourné proximal (TCP) sont des cellules épithéliales cubiques. Caractérisées par
deux poles : pble apical nombreuses microvillosités formant une bordure en brosse
contenant des pompes ioniques et des transporteurs membranaires. Et le pole basal
invagination de la membrane plasmique contenant de nombreuses mitochondries dont
I’activité ATP synthase est nécessaire au fonctionnement des pompes ioniques et des
transporteurs.

L’anse de Henlé : segment en forme de U. Il est formé de deux branches (descendante
et ascendante). L épithélium de 1’anse gréle de Henlé est pavimenteux, et contient peu
d’organites.

Le tube contourné distal (TCD) : ce tube comporte deux portions : une droite c’est
la continuité de la branche ascendante large de 1’anse de Henlé, et 1’autre portion

contournée qui se termine dans un canal collecteur.

Différentes fonctions du rein

Le rein est un organe vital vue ses multiples fonctions indispensables pour 1’organisme.




1. Filtration glomérulaire

Le glomérule a pour fonction de filtrer le sang des capillaires aboutissant a la
formation de I’urine primitive. Cette filtration se fait pour les molécules de petit poids
moléculaire (inférieur a 70 KDa), I’eau, les électrolytes et les peptides de petite taille [104,
105].

2. Réabsorption

La réabsorption se fait dans le milieu intratubulaire. Le tube contourné proximal
réabsorbe 1’essentiel du filtrat glomérulaire par sa bordure en brosse qui est considérée
comme un amplificateur de surface d’échange : 99% de I’eau et du sodium, 99% des acides
aminés, 100% du glucose sont réabsorbés par les capillaires entourant le tube contourné
proximal (TCP). Les cellules du tube contourné distale sont impliquées dans la réabsorption

du Na régulée par 1’aldostérone (hormone stéroide fabriquée par la surrénale) [111].

3. Sécrétion tubulaire

La sécrétion tubulaire participe a la détoxification de I’organisme en sécrétant dans les
urines des médicaments et de la créatinine (produit de dégradation de la créatine du muscle

strié¢) qui n’est pas totalement filtrée au niveau du glomérule [112].

I11. Autres fonctions du rein

v" Homéostasie : le rein a un role primordial dans 1’homéostasie et dans le maintien de
I’équilibre et électrolytes, et acido-basique de I’organisme.

v Erythropoiétine (EPO) : I’érythropoiétine riche en acide sialique, synthétisé a 90%
par le rein, 10% par le foie. Elle agit sur la différenciation, la prolifération et la
maturation des précurseurs des hématies. Les reins régulent I’hématocrite et le volume
plasmatique [113].

v Rénine : sécrétion exclusive par le rein (cellules de I’appareil juxta-glomérulaire). Elle
réagit avec I’angiotensinogene, formé par le foie, pour produire I’angiotensine 1.

v' La vitamine D: le rein intervient dans le processus d’hydroxylation de la forme
inactive de la vitamine D donnant ainsi le métabolite biologiqguement actif. La

vitamine D active permet 1’absorption digestive du calcium [114].




IVV. Diureétiques
1. Définition

Un diurétique est une substance qui provoque une augmentation de la production et
I’excrétion d’urine par les reins. Ils aident les reins a éliminer I’exces d’eau et du sodium sous

forme d’urine favorisant une diurése en évitant toute rétention d’eau.

Les diurétiques représentent une des classes de médicaments les plus prescrites dans

les cas d’hypertension artérielle et I’insuffisance cardiaque, des cedémes.

2. Classification des diurétiques

2.1. Diurétiques de ’anse

Les diurétiques de 1’anse exercent leur action par inhibition du sodium et du chlore au
niveau de la totalit¢ de la branche ascendante de 1’anse de Henlé. Il existe une brusque
augmentation de sodium arrivant au niveau du segment distal du néphron. Donc a niveau et
dans le tube collecteur, une partie du sodium est réabsorbée sous I’influence de 1’aldostérone
[115]. On peut citer quelques médicaments connus sur le marché comme diurétiques de 1’anse
le Furosémide (Lasilix), Bumétanide (burinex), Péritanide (Eurelix), ces derniers ont des

effets hypokaliémiants.

2.2. Diurétiques thiazidiques et apparentés

Les thiazidiques inhibent directement la réabsorption de chlorure de sodium au niveau
du segment de dilution. Ils inhibent indirectement la réabsorption de calcium. Ces diurétiques

ont un effet faible, ils permettent une excrétion de 5% a 10% du sodium filtré [109, 110].

2.3. Diurétiques distaux

Ces diurétiques distaux agissent au niveau du canal collecteur. Ces derniers inhibent
I’absorption des ions sodium (et chlore) au niveau terminal du tube contourné distale et du
tube collecteur. Ils diminuent la sécrétion de potassium et de protons et sont donc

hyperkaliémiants [118].




V. Quelques plantes a effet diurétique

Depuis D’antiquit¢ I’Homme a tendance d’utiliser les plantes médicinales et
aromatiques a des fins thérapeutiques. L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) indique
que les traitements utilisant des plantes médicinales sont extrémement lucratifs au niveau
international et que plus de 100 pays ont mis en place une réglementation pour les produits
phytothérapeutiques [1]. Les plantes médicinales et aromatiques renferment une panoplie de
molécules bioactives. Plusieurs études ont montré les vertus pharmacologiques des extraits de
plantes (PAM) [119-122].

Une étude faite par Chakraborty et al [123] pour évaluer le potentiel diurétique de
I’extrait du thé vert seul et combiné avec le hydrochlorothiazide. Les résultats prouvent que le
thé vert a faible ou forte doses présentait un potentiel diurétique important. Ce potentiel est
meilleur comparé au médicament seul. Par ailleurs, I’extrait de la tige de S. brachyanthera
pouvait augmenter le débit urinaire chez les rats wistar par rapport a ceux du groupe traité par

le furosémide, ce qui prouve 1’effet diurétique de la plante [124].

Une étude faite pour évaluer I’effet diurétique de I’extrait méthanolique de Piper
glabratum du Brasil. Les résultats suggerent que 1’extrait présente des propriétés diurétiques
importantes lorsqu’il est administré a des rats avec une dose de 30 mg / Kg, mais cet extrait a

montré une toxicité hépatique importante et mortelle s’il est administré a forte doses [125].

Le traitement en une seule dose par I’extrait aqueux des feuilles de F. glumosa
camerounaise a considérablement augmenté le volume urinaire pendant 24 heures apres
I’administration, il y a aussi augmentation des électrolytes Na+, K+ et Cl- ce qui a provoqué
une alcalinisation de I’urine ce qui a mis en €évidence un effet inhibiteur de I’anhydrase
carbonique et de la salurétique. Ces résultats confirment 1’utilisation traditionnelle dans le
traitement de 1’hypertension et soulignent I’'importance de la conservation des connaissances

locales ainsi que la conservation de la biodiversité camerounaise [126].




Chapitre V : Monographie des plantes étudiées

l. Laurus nobilis

Consacré a Apollon et Esculape « dieux de la santé et de la médecine » chez les grecs,

en couronnant les empereurs et les héros chez les romains, le laurier noble jouit d’une place

importante tant dans le domaine mythologique, culinaire et médicinale depuis 1’antiquité.

1. Classification

Régne : Plantes

Sous régne : Plantes vasculaire
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Laurales

Famille : Lauracées

Genre : Laurus

Espéce : Laurus nobilis L.

Figure 10 : les feuilles du Laurus nobilis L

2. Description botanique

Le laurier est un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10 m de hauteur a croissance
lente, et au tronc droit ramifi¢ des la base avec un sommet conique, et s’arrondissant au fil du
temps. L’écorce est noire a gris foncé et lisse. Ces branches remontent en oblique avec des

jeunes pousses fines, glabre et brun rougeatre dont les bourgeons sont étroits verts rougeatre




et longs de 0.2 a 0.4 cm [127]. Le feuillage est persistant avec des feuilles aromatiques
simples, alternes et coriaces dont le pétiole mesure de 2 a 5 cm, longues de 5 a 12 cm et large
de 2 a 6 cm. Elles sont lancéolées, Iégerement ondulées et entaillées au bord, de couleur vert
fonce, brillantes sur la face supérieure et verte clair au-dessous avec des nervures latérales

pennées et rougeétres.

Les fleurs sont dioiques de 0.4 a 0.8 cm unisexués avec une couleur jaune verdatre, a
périanthe simple soudé a la base, groupé en 4 a 6 ombrelles. Les fleurs males possedent 8 a 12
¢tamines rudimentaires et les fleurs femelles sont dotées d’un ovaire hypogyne a un

compartiment avec un stigmate en trois parties.

Le fruit est une baie ovoide, soutenue par le tube périanthaire peu dilaté. De 2 cm de
longueur a 1cm de largeur, le fruit est noir vernissé renfermant une seule graine libre. Le
mésocarpe charnu renferme de 1’huile et des cellules a huile essentielle. Les cotylédons épais

sont également riches en lipides [128].

Figure 11: Aspect morphologique de Laurus nobilis (Beloued, 2005).

3. Répartition géographique

Le laurier est la seule espéce représentant la famille Lauracées dans la région
méditerranéenne d’ou elle est originaire. Actuellement, la plante est largement cultivée

comme plante ornementale et pour la production commerciale dans beaucoup de pays tel que
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1I’Algérie, la Turquie, la France, la Gréce, le Maroc, I’Amérique centrale et les Etats-Unis

Méridionaux [35].

4. Composition chimique

Les feuilles de Laurus nobilis renferment plusieurs substances actives dont les huiles
essentielles. Cette derniere représente 1 a 3% du poids sec, le 1-8cinéol (eucalyptol est le
composé majoritaire avec 30 a 80%, ainsi que 1’existence de plusieurs composés terpéniques :
linalol (9 & 16%), sabinene, eugénol, pinéne et terpinéne [22,129,130]. Autre, on trouve dans
les feuilles également des alcaloides, aporphimiques comme la cryptodorine ou
I’actinodaphinine, des flavonoides polaires, dérivées glycosylées de quercetine, kaempferol et

catéchine et ses sesquiterpenes lactone [35].

5. Utilisation des feuilles du Laurus nobilis

Les feuilles du laurier sont utilisées comme assaisonnement dans tous les pays, elles
sont généralement utilisées comme épice culinaire (en potage, soupe, sauce...) et aromatisant
dans I’industrie alimentaire. Traditionnellement le laurier est utilisé par voie orale dans le
traitement symptomatique des troubles de 1’appareil digestif comme le ballonnement

épigastrique, la digestion lente.

L’extrait aqueux est utilisé dans la médecine traditionnelle turque en tant
qu’antihémorroidal, antirhumatismal, diurétique et comme un antidote dans les morsures de
serpent et pour le traitement du mal d’estomac. En outre, ’huile essentielle est employée par
I’industrie cosmétique en parfumerie et dans la fabrication des savons. Elle compte parmi les

meilleurs moyens d’éloigner les insectes génants.

6. Quelques propriétés pharmacologiques du Laurus nobilis

» Laurus nobilis est une plante qui est connue par son effet antioxydant qui est prouvé
par plusieurs études [129, 131], d’ou son utilisation en industrie alimentaire pas
seulement en tant qu’ardme mais aussi pour préserver les aliments contre la
détérioration et 1’oxydation [132].

» L’huile essentielle extraite des feuilles du laurier sont trés riches en métabolites
secondaires, ce qui leur confere un pouvoir antibactérien tres puissant [130,133-136].

» Une étude est faite par Speroni et al [137] pour évaluer I’effet gastroprotecteur des

extraits des feuilles du Laurus nobilis , ils ont constaté qu’une protection efficace est




assurée par les extraits bruts chloroformiques et méthanoliques aprés administration
orale, cette protection est confirmée par des coupes histologiques.

» L’extrait aqueux des feuilles de laurier est doué d’une forte activité cicatrisante trés
efficace des plaies chez le rat [138].

» Une étude est faite pour évaluer I’effet des feuilles du Laurus nobilis sur le diabéte et
le bilan lipidique [139]. Les auteurs ont constaté que les feuilles du laurier ont réduit la
glycémie avec des diminutions significatives allant de 21 a 26% apres 30 jours de
traitement, de méme ils ont constaté une diminution importante du cholestérol, LDL et
HDL.

» Les feuilles du laurier ont une valeur nutritionnelle trés élevée liee a la forte teneur en

protéines, sucres libre, acide organiques, AGPI et tocophérols [140].
Il.  Syzygium aromaticum

1. Historique

Depuis des décennies, le clou de girofle est utilisé pour ses vertus culinaires et

médicinales. Il est beaucoup utilis¢é en médecine dentaire pour sa propriét¢ d’anesthésique

locale [141].

Autrefois on soignait les maux de dents en méchant un ou deux de girofle.
Aujourd’hui les techniques se sont améliorées : par le mélange d’oxyde de zinc et d’eugénol
on obtient un ciment utilisé en tant que matériau de restauration temporaire permettant une
anesthésie de la pulpe dentaire. L eugénol est aussi utilisé pour soulager la douleur associée a

la pose de protheses dentaires.

2. Origine et description botanique

Le giroflier (figurel2) est originaire d’Indonésie, cultivé a Madagascar, Caraibes et
Amérique Sud. C’est un grand arbre d’une hauteur moyenne de 10 a 12 m, a port pyramidal et
au tronc gris clair ridé. Ses feuilles, de 8 a 10 cm de long, sont coriaces, persistantes,
opposées, pétiolées, ovales, aux limbes lancéolés, a la face supérieure vert rougeéatre et a la
face inferieure vert sombre. Elles sont aromatiques et dégageant une forte odeur de clou de
girofle au froissement. L’inflorescence comprend de petites cymes (4-5 cm) compactes et
ramifiées, regroupées en panicules de trois a cing petites fleurs parfumées, aux calices

tubulaires




blanc cassé, puis rouge (quatre sépales rouges charnus et persistants) et a la corolle

blanc rosé (quatre dialypétales blanc) [80].

Figure 12 : Feuilles et fleurs du giroflier et quelques boutons floraux

3. Taxonomie

Tableau 1 : taxonomie du Syzygium aromaticum

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

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

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Syzygium

Espéce S.aromaticum

Nom commun : Giroflier. Nom anglais : Clove buds. Nom arabe : Kourounfoul Ja_all

4. Composition chimique de I’huile essentielle du Syzygium aromaticum

Les clous de girofles sont tres riches en huile essentielle (8 & 20ml/100g de matiere

séche), cette derniére constitue un mélange de composés différents, dont les constituant

primaires sont : eugénol (49 — 90 %), B-caryophylléne (4 — 21 %) et I’acétate d’eugényle (0.5

— 25 %). Ils existent d’autres composants d’infimes quantités [46, 142—144]. Le pourcentage

de ces constituants vari selon 1’origine, la méthode d’extraction et le climat.
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5. Propriétés biologiques et pharmacologiques du giroflier

Activité antioxydante : plusieurs études ont confirmé le pouvoir antioxydant de
I’huile essentielle du S. aromaticum a réduire les radicaux libres et par conséquent la
prévention de certaines maladies chroniques, et aussi la préservation des aliments dans
le domaine alimentaire [145-147].

Activité antibactérienne : I’huile essentielle du clou de girofle exerce des effets
inhibiteurs sur la croissance d’une large gamme de souches bactériennes ; Gram-
positives et aussi bien sur Gram-négatives [46,148,149]. Cette activité serait attribuée
a son composé majoritaire ; 1’eugénol.

Activité antifongique : I’huile essentielle de clou de girofle posséde une puissante
activité antifongique contre les fongiques pathogenes opportunistes comme Candida
albicanes, Aspergillus fumigatus [150].

Activité antivirale : I’huile essentielle de S. aromaticum a un effet inhibiteur sur :
Herpés simplex virus, elle exerce aussi des effets sur les virus a plusieurs niveaux ; sur
la fusion des cellules virale, anti-HCV protéase dans le traitement de 1’hépatite virale,
et par inhibition de la synthése de I’ADN virale [150].

Activité anti-inflammatoire : cette huile provoque une réduction de I’inflammation
induite par injection de carragénine au niveau de la patte du rat, inhibition des
prostaglandines, leucotriénes, du chimiotactisme des leucocytes ainsi une inhibition de
la synthese des radicaux libres par les leucocytes [43,151].

Activité anticancéreuse : une étude a été réalisée par Kumar et al 2014 [42] pour
évaluer in vitro I’activité cytotoxique des clous de girofles vis-a-vis des lignées
cellulaires de cancer du sein humain MCF-7. IIs ont constaté que I’huile essentielle
des clous de girofle est un produit naturel avec une excellente cytotoxicité contre des

sources prometteuses pour le développement d’agents anticancéreux.




PARTIE I :

MATERIELS ET

METHODES




l. Matériels

1. Matériels biologiques

1.1. Critéres de choix des plantes

Pour la valorisation de la médecine traditionnelle et vu I’importance de la biodiversité
des plantes. On a étudié deux especes végeétales : Laurus nobilis et Syzygium aromaticum
appartenant a la famille des Lauraceae et Myrtaceae respectivement. Le choix de nos deux
plantes s’est basé sur une ¢tude bibliographique et selon la connaissance de la population de
leurs usages en médecine traditionnelle. Ainsi, les criteres de sélection des plantes

aromatiques et médicinales objet de notre étude sont les suivants :

» Abondance de Laurus nobilis dans la région de Larach
» Utilisation traditionnelle dans le traitement des maladies infectieuses.
» Lanon toxicité des plantes, vu qu’elles sont utilisées dans les préparations culinaires

» Leurs richesses en substances aromatiques (huiles essentielles) et polyphénols.

1.2. Matériel végetal

Laurus nobilis : les feuilles de 1’espéce laurus nobilis ont été récoltées en Avril-Mai
2016 de Larache située dans la région de Tanger-Tétouan-Al Hocéima au Nord du Maroc.
L’identification botanique de I’espéce Laurus nobilis a été réalisée par le Professeur Amina
Bari ; botaniste au département de biologie, Faculté des sciences Dhar Mahraz, Université
Sidi Mohammed Ben Abdellah, Fés, Maroc.

Le matériel végétal recueilli est séché dans du papier journal a température ambiante
et a ’ombre pendant quinze jours, afin de préserver au maximum 1’intégrité de ses molécules.
Une quantité de ces feuilles séches sont broyées a 1’aide d’un broyeur. La poudre obtenue est
conservée a I’abri de I’humidité jusqu’a son utilisation.

Syzygium aromaticum : les boutons floraux de 1’espéce du Syzygium aromaticum ont
été achetés du supermarché de la ville du Dakhla située su Sud du Maroc. Ces boutons sont
identifiés au département de biologie, Faculté des sciences Dhar Mahraz, et sont conserveés a

’abri de I’humidité et de lumiére jusqu’a leur utilisation.




1.3. Matériel animal

Les animaux utilisés dans ces expérimentations sont des rats males, adultes de souche
Wistar Albinos, pesant entre 180 et 220g (au début de I’expérimentation), issus par élevage au
niveau de I’animalerie du département de la biologie a la faculté des sciences Dhar El
Mahraz, Fés. Les rats sont hébergés (logés) dans des cages qui regroupent six rats par cage.
Les rats sont maintenus a une température ambiante et une photopériode de 12h/12h, ils
recevaient du cicalim comme alimentation avec acces libre a 1’eau. Toutes les expériences ont
été menées conformément aux principes internationaux reconnus pour le soin et hygiéne

d’utilisation des animaux de laboratoire.

1.4. Souches bactériennes

Les tests antibactériens ont été effectués sur des souches bactériennes répertoriées de
laboratoire : Escherichia coli, Klebsielle pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis et Staphylococcus aureus (tableau 2). Les souches utilisées dans notre étude sont
des isolats cliniques, isolées des nouveau-nés hospitalisés en réanimation du service
pédiatrique du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Hassan Il, Fés. Ces souches ont été
choisies pour leur pouvoir pathogene et leur résistance a divers antibiotiques utilisés par les

médecins pour le traitement des infections nosocomiales pédiatrique.

Tableau 2: Les isolats cliniques utilisés dans les tests antimicrobiens

Souches bactériennes Gram
Escherichia coli Négatif
Klebsiella pneumoniae Négatif
Pseudomonas aeruginosa Négatif
Proteus mirabilis Négatif
Staphylococcus aureus Positif




1.5. Milieu de culture

Pour I’étude de D’activité antibactérienne, le milieu LB a été utilisé comme milieu
d’enrichissement pour toutes les souches bactériennes, pour obtenir des colonies jeunes des
bactéries afin de mettre en évidence 1’activité antibactérienne des huiles essentielles. Pour
I’activité antibactérienne le bouillon et la gélose Muller Hinton ont été utilisés. En effet il
s’agit d’un milieu non sélectif et qui comporte des ions favorisant une bonne diffusion des
antibiotiques.

De plus, tout le nécessaire d’épreuve (pipettes, micropipettes, boite de pétrie, etc) pour

les tests bactériologiques ont été utilisés pour la réalisation des activités microbiologiques.
1.6. Antibiotiques

Les disques d’antibiotiques utilisés comme références pour les essais de diffusion

sont : Imipeneme (IPM), Cefotaxime (CTX), Kanamycine (K), Pristinamycine (PT).

v Imipenéme : est une béta-lactamine de la classe des carbapénems également connu
sous le nom de N-formimidoyle thiénamycine. Il s’agit d’un dérivé semi synthétique
de la thiénamycine, la molécule mére produite par Streptomyces cattleya, une bactérie
filamenteuse.

L’imipenéme exerce une action bactéricide en inhibant la synthése de la paroi
cellulaire des bactéries a Gram positif et a Gram négatif par sa liaison aux protéines
fixatrices de la pénicilline (PFP).

v Kanamycine : est un antibiotique de la classe des aminosides dont 1’utilisation est
limitée notamment a certaines formes de tuberculose. 1l inhibe la translocation et la
synthese de protéines en se liant a la sous unité ribosomale 70S, et il agit sur un
large spectre de bactéries Gram+, Gram- et mycoplasme.

v Cefotaxime : est un antibiotique de la famille des bétalactamines, du groupe des
céphalosporines de 3éme génération. Il inhibe la production de la paroi cellulaire et

il est un inhibiteur sélectif de la synthése de peptidoglycanes.




v’ Pristinamycine : est un antibiotique appartenant a la famille des streptogramines

(synergistines), c’est un mélange de deux peptides utilisés comme antibiotique.
Il.  Méthodes

1. Méthodes d’extraction

1.1. Hydrodistillation

Les huiles essentielles du Laurus nobilis et du Syzygium aromaticum ont été extraites
par hydrodistillation. C’est une technique qui consiste a mettre la plante dans l'eau et a faire
bouillir le mélange. Dans un ballon en verre d'un litre ; 500 ml d'eau distillée sont versés puis
laissée bouillir sur un chauffe ballon, 100g de chaque échantillon végétal est directement
versé apres 1’ébullition d’eau ; sous 1’action de la chaleur, les cellules des feuilles éclatent et
libérent des composés organiques odorantes et volatiles. Quelques billes de verre ont été
rajoutées dans le ballon dans le but d’homogénéiser la température du systéme. La vapeur
d'eau entraine avec elle I'huile, passe dans le réfrigérant ol I'ensemble se condense. A la sortie
du réfrigérant, le liquide de condensation est récupéré dans un flacon en verre figure 13.
L’huile essentielle du laurier est 1égére a été récoltée au-dessus du distillat, contrairement a
celle du clou de girofle est récoltée au-dessous du distillat vu qu’est lourde.

L'opération de distillation dure environ 3heures. L’échantillon d’huile essentielle est pesé

pour déterminer le rendement puis stockée a 4°C a 1’abri de la lumiére, pour étre analysé par
FID et CG-SM.

Figure 13 : Montage expérimental d’hydrodistillation

E



1.2. Macération

L’extraction de chaque 10 g de poudre du matériel végétal a été réalisée par
maceration par 50 ml des solvants suivants : éthanol, acétate d’éthyle, méthanol et eau
distillée sous agitation pendant 48 h a température ambiante et a 1’abri de la lumiére ensuite
I’extrait est récupéré par filtration sur papier Wattman. Chaque extrait a été¢ transféré dans un
ballon préalablement pesé et concentré au rota-vapeur a 70°C. Les résidus ainsi obtenus ont
été récupérés dans des flacons en verre hermétiquement fermé et conservé a — 4° C jusqu’a

leur utilisation.

1.3. Extraction par soxhlet

L’extraction par soxhlet est une méthode classique pour 1’extraction solide-liquide. On
place 5 g de notre échantillon végétal dont on souhaite extraire un de ses substances
constitutives dans la cartouche de cellulose, puis dans le réservoir de soxhlet. On remplit le
ballon avec un volume de 100 ml du solvant (éthanol, méthanol, acétate d’éthyle ou 1’eau
distillée) et surmonter 1’extracteur d’un réfrigérant. A 1’aide d’une chauffe ballon, on porte le
solvant a ébullition. Celui-ci passe par la tubulure et est condensé par le réfrigérant. Il tombe
alors dans le réservoir contenant la cartouche et solubilise la substance a extraire. Le solvant
et la substance a extraire sont entrainés dans le ballon, le réservoir se remplit et se vidange
automatiquement. Et pour une meilleure extraction on réalise plusieurs cycles tel que décrit

précédemment (figure 14).




Figure 14 : montage expérimental de ’appareil soxhlet

2. Méthodes d’analyse des huiles essentielles

2.1. Analyse chromatographie en phase gazeuse (GC-FID)

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles sont effectuées a la cité
d’innovation de Fés. L'huile a été diluée avec I’hexane (taux de dilution : 10/100 : v/v).
Imicrolitre de 1’échantillon a été prélevé pour l'analyse par le biais d’un chromatographe en
phase gazeuse Trace GC (ULTRA / N 20062969, Thermo Fisher). La chromatographie en
phase gazeuse est équipée d'une colonne HP-5MS non polaire capillaire en silice fondue (60m
X 0,32mm, épaisseur du film 0,25mm). Les conditions opératoires sont : la température du
four de programme commence a partir de 50 ° C (2 min) a 280 ° C a5 ° C / min et la

température finale maintenue pendant 10 min ; 21 :20 "mode split » ; I’azote Ny est le gaz

vecteur, (le débit de 1 ml / min ; température de I'injecteur et le détecteur (FID) a été fixée a
250 °C et 280 °C, respectivement.

2.2. Chromatographie en phase gazeuse
La chromatographie en phase gazeuse (GC) est la méthode de référence pour la

séparation et I’identification des constituants volatils d’une HE Lehotay et al 2002. Il repose

sur le principe de migration différentielle des constituants d’un mélange a travers une phase
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stationnaire (figure 15). L’échantillon liquide (dans notre cas les huiles essentielles) est
transformé sous forme gazeuse au niveau de 1’injecteur par chauffage (nous aurons a choisir
une température d’injection).

Il est alors pris en charge par un vecteur gazeux inerte (dans notre cas, I’hélium). Ce
dernier entraine 1’échantillon gazeux et le fait pénétrer dans une colonne de type capillaire en
silice fondue enfermée dans un four & température programmable. Aprés avoir traversé la
colonne chromatographique chaque constituant du mélange analyse sort a un temps (temps de
rétention) castello 1999 qui différe de celui des autres constituants. La chromatographie en
phase gazeuse permet donc de séparer un mélange gazeux complexe par une succession

continue d’équilibres entre phase mobile gazeuse et phase stationnaire.

Injecteur Détecteur Electronique

Débitmetre & film Chromatogramme

Seringue
Manodétendeur Thermostats A A A
N -
- ]
N Enregistreur

Manomaétre . i Gaz vecteur

Bouteille de
@az comprimeé

Thermostats de
colonne (four)

1 —

Calculateur

Imprimante

C L. Ventilateur

Colonne

Figure 15 : Principe de la chromatographie en phase gazeuse
(Tranchant, 2004)

2.3. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG/SM)

La combinaison de la spectrométrie de masse et de la chromatographie en phase
gazeuse offre de multiples possibilités analytiques. La spectrométrie de masse a connu un
essor important ces derniéres années avec la mise au point d’appareils de technologies variées

dont le choix est adapté aux applications et aux techniques de séparation utilisées (figure 16).




Le principe consiste a provoquer par une méthode appropriée I’ionisation d’une
molécule et sa dissociation éventuelle en fragments ionisés puis a déterminer la nature et
I’abondance de I’ensemble des ions formés. Dans le cas de notre travail, Les huiles
essentielles ont été analysées par un CPG-SM de modele Perkin Elmer Clarus MS 500 équipé
d’une colonne capillaire en silice fondue ayant une phase stationnaire apolaire de type HP-
5MS (60 m x 0.32 mm, 0,25 um épaisseur de film). Un volume de 1pl du mélange HE-
Hexane 10% a été injecté dans la colonne. L’hélium et le gaz vecteur véhiculent a un débit de
1 ml/min. La Programmation en température du four : 40°C durant 2 minutes, puis 2°C/min
jusqu'a 250°C et 10 minutes a 250°C. La température de I’injecteur est de 250°C et celle du
détecteur est de 260°C. On a appliqué un split de 10 : 100. Les spectres de masse sont

enregistrés en mode d’impact électronique avec une énergie d’ionisation de 70 eV.

L’identification des composés a été réalisée en comparant leurs spectres de masse a
ceux de la base de données (NIST-MS), de leur temps de rétention et de quelques données
bibliographiques [152].
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Figure 16 : Chromatographie en Phase Gazeuse Couplée a la Spectrométrie de Masse (photo prise

a la Cité d’innovation Feés)
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3. Evaluation in vitro de ’activité antibactérienne des huiles essentielles

3.1. Préparation de ’inoculum bactérien

Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boites de pétrie contenant des
milieux selectifs appropriés aux souches bactériennes utilisées puis incubés a 37°C pendant
24heures, afin d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées. Apres ce temps d’incubation, une
a deux colonies bactériennes bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées a 1’aide
d’une anse de platine, puis émulsionnées dans un tube contenant 2ml d’eau physiologique
0.9% stérile puis agiter au vortex. On obtient ainsi une suspension bactérienne & 0.5 Mc
Farland dont la densité optique de cette derniére est de 0.08 a 0.1 & 625 nm, soit environ 108
UFC/ml [153].

3.2. Antibiogramme en milieu solide

C’est une méthode qui refléte 1’aspect quantitatif de sensibilité bactérienne aux
antibiotiques. Elle est d’un intérét capital pour le clinicien qui doit établir ou rectifier une
thérapie déja entreprise. Le but de la réalisation d’un antibiogramme prédit la sensibilité d’un
germe a un ou plusieurs antibiotiques dans un but essentiellement thérapeutique. Il sert

également a :

v’ Lasurveillance épidémiologique de la résistance bactérienne.

v L’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles.

La sensibilité aux antibiotiques est étudiée par la méthode de diffusion en milieu
solide par la méthode de disque, selon les recommandations du Comité de 1’ Antibiogramme
de la Société Francaise de Microbiologie (CASFM, 2012). Cette méthode permet de
déterminer la sensibilité des bactéries a croissance rapide vis-a-vis d’une gamme
d’antibiotique [154,155].

3.3. Méthode de diffusion sur disque

La méthode de diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques consiste a
utiliser des disques de papier wattman n°3, de 6 mm de diamétre imprégné de différentes
substances a tester, puis déposés a la surface d’une gélose Mueller Hinton Agar (MHA)

uniformément ensemencée avec une suspension des bactéries a étudier. Chaque antibiotique




ou substance diffuse a partie du disque au sein de la gélose et y détermine une zone
d’inhibition en fonction de la concentration de 1’antibiotique ou de la substance. Les bactéries
croissent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une concentration
d’antibiotique suffisante pour inhiber leur croissance. On observe ainsi autour des disques une
zone circulaire indemne de colonies, appelée zone d’inhibition. Plus le diamétre de la zone
d’inhibition est grand, plus la souche est sensible a la substance testée, plus il est petit plus la
bactérie est résistante [156]. La mesure des zones d’inhibition pour la lecture est effectuée a
I’extérieur de la boite fermée a 1’aide d’une regle graduée. Elle est réalisée en prenant la

moyenne de trois mesures différentes de diamétre.

3.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a disperser 1’agent antimicrobien en concentration variable de
facon homogene et stable dans le milieu de culture du germe étudié. Elle a pour but de
déterminer la concentration la plus faible de I’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de
la bactérie testée. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminé par la technique
de micro-dilution en milieu liquide dans des plaques de 96 puits [157,158]. Des séries de
dilutions des huiles essentielles successives en cascade 1/2 dans DMSO (10%) allant de 500 a
0.97 pug/ml. A chaque puit sont ajoutés 50ul de suspensions bactériennes ont été préparées et
diluer dans de 1’eau physiologique pour avoir une concentration finale de 10 UFC/ml. Le
contrdle positif est préparé de 100ul du MHB et 50ul d’inoculum. Quant au négatif il est
préparé de 50ul de I’huile essentielle en solution et 100ul du MHB sans I’inoculum. Les
plaques sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h. 20ul de chlorure de triphényltétrazolium
(TTC) qui est un indicateur de la croissance bactérienne, il est réduit en formazane insoluble a
I’intérieur de la cellule, cette réaction se manifeste par 1’apparition d’une coloration rouge.
Aprés 2h d’incubation, la CMI correspond a la concentration la plus faible qui ne produit pas
de couleur rouge. Donc la CMI est valeur indicatrice du pouvoir bactériostatique d’un

antibactérien.

3.5.Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB a été déterminée par etalement du 100l du contenu de chaque puits de
concentration supérieure ou égale a la CMI sur milieu solide. A partir de la CMI, la plus petite
concentration, qui ne laisse survivre qu’au plus 0.01% des bactéries [157]. La CMB est une

valeur indicatrice du pouvoir bactéricide d’un antibactérien.




4. Evaluation in vitro de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits des plantes étudiées a été
réalisée par trois méthodes : le pouvoir réducteur de 1’ion ferrique (FRAP), le piegeage du
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et la réduction du phosphomolybdate [ou
activité antioxydante totale (AAT)]. Le principe de ces tests repose sur un changement de

couleur qui a été suivi par la lecture de I’absorbance a des longueurs d’ondes spécifiques.

4.1.Test de la réduction du fer (FRAP)

La capacité d’une substance antioxydante a réduire le fer a été déterminé par la
méthode décrite par Bougandoura et al [159]. Cette méthode est basée sur I’habilité des
extraits a réduire ’ion ferrique (Fe®*) présent dans le complexe ferricyanide de potassium en
ion ferreux (Fe?*). En effet, 100 ul de I’extrait (HE) a différentes concentrations ont été
mélangés avec 500ul d’une solution tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 500 pl d’une
solution de ferricyanure de potassium a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C
pendant 20min, ensuite, 100 ul d’acide trichloroacétique (10%), 500 ul d’eau distillée et 100
pl FeClz (0.1%) ont été additionné.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel est faite a 700nm. Une augmentation
de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés. Le
contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard : BHT dans les
mémes conditions que les échantillons. Les valeurs de I’ICsp ont été déterminées

graphiquement par la régression linéaire.

4.2. Test de piégeage du radical libre DPPH

La capacité d’une substance antioxydante a piéger le radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl a été estimée selon la méthode décrite par Boulanouar et al [160] avec
modification. La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 0.005 g de DPPH dans
200 ml de 1’éthanol absolu. Ensuite, 0.1 ml de 1’échantillon a différentes concentrations ont
été mélanges avec 1.5ml du réactif DPPH. Aprés agitation par le vortex. Les tubes sont placés

a ’obscurité et a température ambiante pendant 30 min.

La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm et les résultats obtenus
pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour le BHT pris comme antioxydant

standard. L activité antiradicalaire est estimée selon I’équation suivante :




% d’activité antiradicalaire = [(Abs contrdle-Abs échantillon) /Abs contréle] *100.

Les valeurs d’ICso sont déterminées graphiquement par régression linéaire.

4.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

Le test de phosphomolybdate (PPM) a été réalisé selon la méthode décrite par
Amezouar et al [161] avec quelques modifications. Cette technique est basée sur la réduction
des molybdates en molybdéne en présence d’un antioxydant avec la formation d’un complexe

vert qui absorbe a 695 nm.

Le réactif de phosphomolybdate a été préparé a partir d’un mélange d’acide sulfurique
(25 ml dans 225 ml d’eau distillée), phosphate de sodium (3.28 g dans 250 ml H20) et du
molybdate d’ammonium (3.7 g dans 250 ml H20). Ensuite 100 pl de I’extrait et du standard
ont été mélangés avec Iml du réactif de phosphomolybdate. Aprés 1h30 d’incubation au bain-

marie a 96°C. L’absorbance est mesurée a 695 nm.

La capacité antioxydante est calculée a partir d’'une gamme établic avec I’acide
ascorbique et est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide ascorbique par gramme de

matiere brute.

5. Détermination de la teneur en composés phénoliques

5.1. Estimation quantitative des polyphénols totaux

La teneur en composés phéenoliques des différents extraits et huiles essentielles des
plantes étudiées a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu [162] qui est basée sur la
réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique et phosphomolybdique de
réactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant ainsi a
la formation des oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne que 1’on détermine par
colorimetrie et dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de poyphénols présents dans

I’échantillon.

Brievement, 0.5 ml de I’échantillon ont été mélangés avec 2.5 ml du réactif de Folin-
Ciocalteu (0.2 N) et 2 ml de carbonate de sodium (3.75 g dans 50 ml d’eau distillée). Apres
incubation pendant 2 h a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance a été mesurée a
760 nm.




La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de la courbe d’étalonnage
linéaire y=11.554x, établie avec le standard étalon 1’acide caféique a différente concentration

dans les mémes conditions que 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide caféique par gramme

ou microgramme de matiére brute.

5.2. Estimation quantitative des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AICls) décrite par Matic et al [163] avec
modification. 1ml de chaque échantillon avec des dilutions convenables a été ajouté a 0.3 ml
d’AICI13 (2% dans 1’éthanol) et 0.3 ml de NaNO2 (1%). Apres 1h d’incubation a I’obscurité est

a température ambiante, 1’absorbance a été mesurée a 510 nm.

La quantification des flavonoides totaux est déduite a partir d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=1.9368x-0.0125) realisé par un standard étalon le rutin a différentes concentrations
dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats sont exprimés en milligramme

équivalent de rutin par gramme ou microgramme de la matiére brute.

5.3. Estimation quantitative des flavones et flavonols

Le contenu en flavones et flavonols a été quantifié selon la méthode décrite Miguel et
al [61] avec modification. Pour 0.5 ml de chaque échantillon avec les dilutions convenables a
été ajouté 0.5 ml d’une solution d’AICI3 (2%). Le mélange a été vigoureusement agité et
I’absorbance a été lue a 430 nm apres une heure d’incubation a I’obscurité et a température

ambiante.

La concentration des flavones et flavonols est déduite a partir d’une gamme
d’étalonnage établie avec la quercétine et est exprimée en milligramme équivalent de

quercétine par gramme ou microgramme de matiere brute.
6. Evaluation de I’effet protecteur du stress oxydatif par H202 chez les rats Wistar
6.1. Préparation de I’extrait des plantes étudiées
L’extraction des substances bioactives des deux plantes étudiées (Laurus nobilis et

Syzygium aromaticum) est réalisée par une décoction dans de 1’eau distillée. L’ extrait aqueux

obtenu est ensuite filtré a I’aide d’un papier filtre, et centrifugé a 4000 trs pendant 10 min est




le filtrat est évaporé en utilisant un évaporateur. Au cours de I’expérience 1’cau distillée a été
ajoutée pour I’obtention de la concentration de I’extrait des deux plantes qui a été donné aux

animaux quotidiennement.

6.2. Induction du stress oxydatif

Pour évaluer I’effet protecteur des deux plantes étudiées [Laurus nobilis (LN) et
Syzygium aromaticum (SA)], on a induit le stress oxydatif par H,O, (1%) par gavage
simultanément avec le traitement par les extraits pendant 15 jours. Les rats sont répartis en six

groupes comme suit :

» Groupe 01 (normaux) : les rats de ce groupe sont traités par gavage de 1’eau
distillée (10 ml/ Kg/ PC) en utilisant une sonde spécifique quotidiennement.

> Groupe 02 (contrdle) : les rats de ce groupe sont traités par gavage de (10 ml/ Kg/
PC) de I’cau distillée et de (10 ml/ Kg/ PC) de H202 (1%).

» Groupe 03 : ce groupe recoit (10 ml/ Kg/ PC) de I’extrait de LN et (10ml/ Kg/ PC)
de H202 (1%).

» Groupe 04: ce groupe est traité uniquement par (10 ml/ Kg/ PC) de 1I’extrait
aqueux de LN.

» Groupe 05 : les rats de ce groupe sont traités par (10ml/ Kg/ PC) de H202 (1%) et
(10ml/ Kg/ PC) de I’extrait aqueux de SA.

» Groupe 06 : ce groupe regoit (10ml/ Kg/ PC) de ’extrait de SA seul.

6.3. Prélévement sanguin

Les prélevements sanguins ont été effectués par sacrifice des rats endormis avec
diéthyl éther. Les échantillant sanguins ont été ensuite centrifugés a 4000 tours/minute
pendant 15minute puis les sérums obtenus ont été mis & congélation & -20°C jusqu’au jour des
dosages. On a analysé les paramétres suivants ; la créatinine, urée plasmatique, albumine et
protéine. On a mesuré aussi 1’alanine aminotransférase (ALT), 1’aspartate aminotransférase

(AST) et la lactate déshydrogénase (LDH) pour évaluer la fonction hépatique.

6.4. Etude histologique

L’étude a été menée au sein du laboratoire d’anapathologie au centre hospitalier

universitaire Hassane Il Fés. Les reins et les foies ont été prélevés, soumis a une observation a




I’ceil nu pour repérer les 1ésions macroscopiques, puis fixés au formaldéhyde (10%). Par

ailleurs, I’examen histologique par la méthode d’inclusion a la paraffine, nous a permis

d’observer les différentes altérations morphologiques et structurales qui accompagnent

I’administration des extraits aqueux du Laurus nobilis et du Syzygium aromaticum ainsi que

du H20,. L’étude microscopique a été réalisée sur des lames préparées par des techniques

histologiques classiques dont la proceédure peut se résumer dans les étapes suivantes :

>

Fixation : pour chaque lot, les organes prélevés sont immédiatement fixes
dans une solution de formol 10%.
Déshydratation : elle permet de substituer 1I’eau intracellulaire par 1’alcool.
Elle s’effectue dans des bains d’alcool de concentration croissante (70%,
80%, 85%, 90%, 95% et 100%) de 40 minutes chacun. Les tissus sont ensuite
éclaircis et dégraisses dans des bains de toluéne.
Inclusion : les piéces des organes sont placées dans des piluliers contenant la
paraffine fondue. L’imprégnation dure une nuit a 1I’étuve a 60°C. Ensuite, a
I’aide des barres de Leukart, les pieces sont conservees dans des blocs de
paraffine.
Coupes : les coupes sont réalisées a 1’aide d’un microtome de type rotatif a
épaisseur de 5um. Le ruban de coupes obtenu est étalé sur des lames
humidifiées a I’éthanol, puis dans un bain marie a 40°C contenant ’eau
gélatinée. Les lames sont ensuite placées a I’étuve a 60°C pendant 30 minutes
pour assurer le déparaffinage.
Coloration : la coloration se base sur la méthode Hématoxylin-éosin. Elle
comporte les étapes opératoires suivantes :

= Déparaffinage par le toluene.

= Déshydratation a 1’aide d’une série de bains d’alcool (100%, 95%,

70%) de S5minutes chacun.

= Ringage a I’eau courante jusqu’a I’incoloration.

= (Coloration a ’hématoxyline durant 8 minutes.

= Lavage a I’eau pendant 5 minutes.

= (Coloration a I’éosine pendant 5 minutes.

= Lavage a I’eau pendant 3minutes

= Déshydratation dans 3 bains d’alcool absolu, puis éclaircissement par

le toluene.




» Montage : les lames sont ensuite montées entre lames et lamelles a 1’aide
d’une solution Eukit et sont observées sous microscope optique avec différents

grossissements.

7. Evaluation de I’effet diurétique des deux plantes étudiées

7.1.Traitement des rats

Groupel : les rats ont recu de I’eau distillée a raison de 10 ml/ kg du poids corporel (PC).

Groupe 2 : les rats ont regu par gavage 1’extrait aqueux de Laurus nobilis a raison de 50mg/
Kg du PC.

Groupe 3 : les rats ont regu par gavage ’extrait aqueux de Syzygium aromaticum a raison de
50 mg/ kg du PC.

Groupe 4 : les rats ont recu par gavage le furosemide (lasilix), médicament de référence a une
dose de 15 mg/ kg PC.

7.2. Conception expéerimental

La diurese des rats est suivie pendant neuf jours, ’'urine de 24 heures est collectée
quotidiennement et un échantillon est prélevé et stocké pour analyse. A la fin de I’expérience,
les rats ont été sacrifiés sous anesthésie totale et trois échantillant de sang ont été prélevés sur
chaque rat et les reins ont été prélevés et fixés dans une solution de formol a 10%.

7.3. Analyses biochimiques

L’urine obtenue de chaque rat a été analysée pour déterminer la teneur en sodium,
chlorure et créatinine, tandis que le sérum de chaque rat a été analysée pour déterminer la
teneur en sodium, potassium, chlorure, créatinine, urée et albumine. Et on a calculé les

parametres suivants :

U creatininexV
)

Taux de filtration glomérulaire = —
Pcreatinine

Activité salurétique = Na®™ + CI~
Activité natriurétique = / K+

Estimation de l'activité d'inhibition de l'anhydrase carbonique = [Cl_/Na+ n K+]




. o — Osmolarité urinaire X V :
clairance osmolaire = / osmolarité plasmatique’
Osmolarité plasmatique = 2 X Na*; Osmolarité urinaire = 2 x (Nat + K%)

Clairance d'eau libre

— A [ _ osmolarité urinair _ )
écoulement d'urine x (1 /plasma osmolarity

Réabsorption d'eau libre (TCH20) = —CH20 .

8. Expression des résultats et analyse statistique

Pour P’analyse statistique on a utilis¢ le logiciel Graphpad prism 5 software, les
données étant représentées sous forme de moyennes + SD. La comparaison entre les groupes
est déterminée par 1’analyse one-way de la variance (ANOVA) suivie des tests de
comparaison multiples de Tukey, p<0.05 étant considéré comme significatif tout au long de

I’analyse.




PARTIE LIl :

RESULTATS ET

DISCUSSION




Chapitre I : Analyse phytochimique et activité antibactérienne des

huiles essentielles du Laurus nobilis L. et Syzygium aromaticum L.

. Introduction

Les bactéries pathogénes sont responsables de plusieurs maladies épidémiques et
pandémiques. Les médecins ont adopté des traitements par des antibiotiques ou
I’antibiothérapie comme traitement médicales. Suite a ces traitements, de nombreuses
bactéries ont développé une certaine résistance a la plupart des antibiotiques [164-166]. C’est
le phénomeéne de la résistance bactérienne qui est devenu un immense probléeme de santé
publique a I’échelle mondiale [167,168].

La recherche des molécules contre les infections est devenue une des priorités pour
combattre ce probléme de santé publique envahissant. Certaines plantes ont été utilisées,
depuis plusieurs siecles, par la médecine traditionnelle pour lutter contre les infections
[169,170]. Les plantes contiennent un trés grand nombre de métabolites secondaires pouvant
avoir des modes d’action pharmacologiques variés voire synergique contre des agents
pathogénes, d’ou la nécessit¢é de 1’étude de ces molécules naturelles bioactives que
contiennent les plantes qui ont un potentiel médicinal et thérapeutique [40, 118, 154]. Les HE
sont utilisés en médecine, en parfumerie, en cosmétique et pour I’aromatisation culinaire.

Elles constituent une source potentielle de molécules bioactives [26,172,173].

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés, d’une part a la détermination de la
composition chimique des huiles essentielles du Laurus nobilis L. et du Syzygium aromaticum
L. par la méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie de
masse (CG/SM). Et d’autre part I’évaluation de 1’activité antibactérienne de ces deux HE
contre des bactéries issues des infections nosocomiales pédiatriques par la méthode de

diffusion sur disque.
Il. Résultats et discussion
1. Composition chimique de I’huile essentielle du Laurus nobilis L.

Les extractions par hydrodistillations des feuilles séches du Laurus nobilis ont fourni

des huiles essentielles ayant une coloration jaune clair avec de forte et persistante odeur. Le




rendement en HE est de 1.5%. Ce rendement est élevé comparé a ceux du laurier d’ Algérie et
du la Tunisie qui sont de ’ordre de 0.46% et 0.58% respectivement [132]. L’analyse
chromatographique par (CG/SM) de I’huile essentielle du laurier a permis d’identifier vingt-

huit composés qui représentent environ 99.98% du total du cette huile essentielle (tableau 3).

L’huile essentielle du laurier referme six composés majoritaires qui sont le 1,8-cinéole
(26.76%), 1-a-pinéne (8.63%), linalool (7.78%), 2-caréne (7.81%), a-terpineol (6.94%) et
eugenyl methyl ether (6.63%) représentant ainsi 63.92% du total de I’huile essentielle.
D’autre composés ont été également identifiés, mais a des taux bas tels que: o-thujen
(0.87%), a-terpinoléne (0.91%), a-terpinene (2.09%) et camphene (1.11%). Ces résultats sont
conformes a ceux trouvés antérieurement chez le laurier collecté en Tunisie, Turkie et Algérie
[132,174]. Une étude est faite sur la composition chimique du Laurus azorica collecté de trois
régions de I’ile Macaronesian montre que le composé majeur est I’a-pinene avec une valeur

allant jusqu’a 36.4% suivi de 1,8-cinéole [130].




Tableau 3 : composition chimique de ’huile essentielle des feuilles de Laurus nobilis L.

Compounds Indice de Retention (RI) Air (%)

o —Thujen 921 0.87

1- a-pinene 930 8.63

2- a-pinene 932 1.27
Camphene 945 1.11

o —terpinene 1014 1.27
1,8-cineole 1029 26.76
y-terpinene 1045 2.09

o — terpinolene 1063 0.9
Linalool 1080 7.78
4-terpienol 1125 1.16
Terpinen-1-ol 1126 2.99
o —terpineol 1189 6.94
Endobornylacetate 1292 1.32
1-bornylacetate 1293 1.18
Phenol 1312 0.43
2-Carene 1358 7.18
Eugenol 1367 3.98

Belemene 1511 1.2
Eugenylmethylether 1415 6.63
B-caryophyllene 1426 1.13
Sabinene 975 1.05
3-Carene 1010 1.42
Iso-eugenol 1455 1.98
Isobornyl acetate 1291 0.59
X-Cadinene 1526 0.61
Isopspthulenol 1644 1.01

a —Spathulenol 1625 5.7
o -Cadinol 1660 3.18
Total 99.98
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2. Composition chimique de I’huile essentielle du Syzygium aromaticum L.

L’huile essentielle de Syzygium aromaticum a été extraite a partir de ses bourgeons
floraux secs par hydrodistillation. Cette huile est incolore et est caractérisee par une odeur
forte est persistante. Le rendement qui est de 12% est concordant avec celui trouvé dans
d’autres travaux [46,175].

La composition chimique de I'huile essentielle du giroflier a été déterminée par
analyse chromatographique (CG/SM). Quatre composes représentant plus de 99.28 % de

I’huile essenticlle totale ont été identifiés (tableau 4).

Tableau 4 : composition chimique de I’huile essentielle du Syzygium aromaticum L.

Compounds Indice de Retention (RI) Air (%)
Eugenol 1353 87.03
p-Caryophyllene 1428 <1
Eugenyl Acetate 1538 11.25
Caryophylleneoxide 1689 <1

Eugénol est le composé majoritaire de I’huile essentielle avec une valeur de (87.03 %),
suivi de I’acétate d’eugenyl (11.25 %). On note également la présence de deux composes
considérés comme minoritaires qui sont : B-caryophylléne et caryophylleneoxide représentant

moins de 2 % du total de I’huile essentielle.

Plusieurs études faites sur la composition chimique de 1’huile essentielle du clou de
girofle ont montré que 1’eugénol est le composé majoritaire avec environ 90-95 % du totale de
I’huile essentielle [176]. Nos résultats sont en accord avec plusieurs études rapportées
[143,177,178]. D’autres études confirment la présence d’autres composés mineurs tels que :

B-pinene, limonene, farnesol, benzaldehyde, 2-heptanone et éthyl hexanoate [175].

Les principaux constituants des huiles essentielles du girofle varient selon plusieurs
facteurs a savoir le broyage, la maturité, les conditions géographiques, le climat, la saison de

récolte, la période de distillation et la méthode d’extraction utilisée.
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3. Activité antibactérienne comparative des huiles essentielles de Laurus nobilis et

Syzygium aromaticum

L’activité antibactérienne des huiles essentielles des deux plantes aromatiques :

Laurus nobilis L. et Syzygium aromaticum L., a été évaluée sur cing souches bactériennes

responsables des infections nosocomiales pédiatriques par la méthode de diffusion sur disque.

Cette activité est effectuée par comparaison avec 1’antibiogramme standard utilisé comme

témoins positifs. Les résultats des diamétres des zones d’inhibition sont représentés dans le

tableau 5.

Tableau 5 : Diamétres d’inhibitions des antibiotiques et des huiles essentielles de laurier et du clou

de girofle

Diamétres de la zone d’inhibition en (mm)

Les bactéries
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
K.pneumonia

P.mirabilis

IMP

37

39

12

24

22

K

15

17

17

18

Les antibiotiques standards

PT CTX
18 20
23 24
0 4
0 12
0 14

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + SEM

Les huiles essentielles

Laurier

26.6+£0.4

25.6x0.4

13.3+0.4

18+0.8

20+0.8

Clou de girofle
20+0.4
18+0.8

13.75+0.4
16+0.8

16.33+0.5

D’une maniere générale, 1’action des huiles essentielles de laurier et du girofle sur

I’ensemble des souches bactériennes testées a permis d’avoir des diamétres des zones

d’inhibition allant de 13 a 26 mm et de 13.75 a 20 mm respectivement pour le laurier et le

clou de girofle (tableau 5).

L’huile essentielle de laurier a montré une activité antibactérienne significative contre

toutes les souches bactériennes testées a divers degrés avec des diametres d’inhibitions

significatifs. Les résultats illustrés dans le tableau 5 montrent qu’a 1’exception de 1’IMP

considéré comme un antibiotique puissant les diameétres générés par ’HE du laurier sont

Iégerement supérieurs a ceux produits par les antibiotiques de référence (K, PT, CTX).

102



Cependant la souche P. aeruginosa présente une résistance remarquable vis-a-vis de 1’huile
essentielle et de I’IMP (tableau 5). Par ailleurs 1’huile essentielle du laurier de 1’ Argentine est
trés active sur des souches bactériennes de Paenibacillus larvae isolées a partir des rayons des
ruches [179]. Une étude faite par Snuossi et al [131] a montré la capacité de I’HE du laurier
Tunisien & inhiber des bactéries du genre Staphylococcus isolées de poissons et crustacés
fréquemment consommés par les Tunisiens. En effet I’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle du laurier est peut-étre attribuée aux composants majoritaires 1,8-cinéole, a-pinéne

et linalol ou plutdt a un effet synergique avec les composants mineurs.

L’huile essentielle du Syzygium aromaticum a démontré une activité antibactérienne
significative sur toutes les souches testées avec des diameétres d’inhibitions remarquables. Les
résultats ont révélé que I’HE du girofle pourrait inhiber la croissance des bactéries : S. aureus
(18 mm), P. mirabilis (16.3 mm), P. aeruginosa (13.75 mm), K. pneumonia (16 mm) et E.
coli (20 mm) en les comparants avec des antibiotiques standards (tableau 5). Des études
antérieures ont prouvé 1’action active de I’HE du girofle contre une large gamme de bactéries
Gram+ et Gram- [136, 138, 160]. Cette activité antibactérienne de I’'HE de Syzygium
aromaticum pourrait étre probablement due a la présence de 1’eugénol qui est le composé
majoritaire de cette HE, par ailleurs il est possible aussi que la synergie entre les composés
mineurs et ’eugénol contribue a la réalisation de ce pouvoir inhibiteur de la croissance

bactérienne.

Le tableau 6 résume les valeurs de CMI et CMB des deux huiles essentielles
étudiées ; ceci montre que celles-ci représentent une activité bactériostatique et bactéricide
significative contre toutes les souches testées. Les résultats les plus prometteurs étaient
obtenus a partir de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum et Laurus nobilis qui avaient

des CMI faibles avec des valeurs de 3.75 pg/ml et de 11.25 pg/ml respectivement.

En général, I’activité antibactérienne des huiles essentielles est due principalement a

leur composition chimique et a la nature de ses composés majoritaires que minoritaires.
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Tableau 6: CMI et CMB des huiles essentielles de Laurus nobilis et Syzygium aromaticum

HE de Laurus nobilis HE de Syzygium aromaticum
Les souches CMI (ug/ml) CMB (pg/ml) CMI (ug/ml) CMB (pg/ml)
S. aureus 22.5 45 3.75 15
P. aeuroginosa 22.5 90 15 90
K. pneumonia 22.5 90 3.75 45
P. mirabilis 11.25 22.5 3.75 15
E. coli 22.5 22.5 3.75 3.75

I11. Conclusion

Les analyses chromatographiques (CG/SM) des huiles essentielles montre que les
huiles essentielles de Laurus nobilis sont riches en 1,8-cinéole, l-a-pinene, linalool, o-

terpineol que celles de Syzygium aromaticum sont riches en eugenol et eugenyl acétate.

Concernant D’activité antibactérienne, les deux huiles essentielles présentent un
pouvoir inhibiteur tres remarquable contre des bactéries résistantes responsables des

infections nosocomiales néonatales avec des faibles valeurs de CMI et CMB.
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Chapitre Il : Activité antioxydante et quantification des composés
phénoliques des huiles essentielles et de différents extraits du

Laurus nobilis L. et Syzygium aromaticum L.

. Introduction

Les produits agroalimentaires, riches en fraction lipidiques, sont susceptibles de subir
des dégradations et des transformations chimiques (oxydation et rancissement des graisses et
des vitamines, hydrolyse et polymérisation non contrélée, modification de textures et perte de
propriétés organoleptiques ou nutritionnelles) sous I’influence de différents paramétres, entre
autres 1’oxygéne. Ces phénomeénes sont réduits ou empéchés par I’addition d’antioxydants
synthétiques. Cependant, en raison de leur toxicite élevée [180], de nombreux chercheurs se
sont intéressés a la recherche de composés naturels ayant des propriétés antioxydantes pour

remplacer les antioxydants chimiques jugés souvent cancérigénes [181, 182] .

Les polyphénols représentent une large gamme de composés naturels, dont
I’importance croit, notamment vue leurs effets bénéfiques sur la santé [183]. En effet, leur
role d’antioxydants naturel suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement
des pathologies liées au stress oxydatif tels que le cancer, les maladies inflammatoires,

cardiovasculaires et neurodégenératives [184].

Les huiles essentielles et les extraits des plantes constituent une source potentielle de
molécules bioactives [185,186]. Actuellement, dans le but de protéger la qualité des produits
alimentaires et la santé des consommateurs, plusieurs travaux ont été réalisés afin de

remplacer les produits chimiques par des composes naturels apres leurs isolation.[187].

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la quantification des polyphénols,
flavonoides, flavones et flavonols et 1’évaluation de 1’activité antioxydante en utilisant

différentes méthodes.
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1. Résultats

1. Activité antioxydante des huiles essentielles

1.1. Teneur en polyphénols, flavonoides et activité antioxydante totale

La teneur en polyphénols totaux des deux huiles essentielles a été déterminee
graphiquement a partir d’une courbe de régression de I’étalon obtenue d’une solution d’acide
galligue, et elle est exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique par microgramme de
I’huile essentielle. Les résultats sont représentés dans le tableau 7. L’huile essenticlle du
Syzygium aromaticum a donné une forte teneur en composés phéenolique avec la valeur (0.161
1 0.004 mg Eq AG / ug HE) par contre I’huile essentielle du laurier présente une valeur faible
de (0.019 £ 0.0014 mg Eq AG / ug HE).

La quantité en flavonoides totaux, a été déterminée a partir de la courbe de régression
obtenue d’une solution de rutin par microgramme de I’HE. Les résultats montrent que 1’huile
essentielle de clou de girofle est plus riche en flavonoides totaux que 1’huile essentielle du
laurier avec des valeurs 0.14 £ 0.002 et 0.036 £ 0.004 mg Eq rutin /ug HE respectivement.
L’activité antioxydante totale des huiles essentielles a été déterminée graphiquement par
régression linéaire du courbe étalon de 1’acide ascorbique (y = 1.517x - 0.056 ; R? = 0.995)
(Figure 39 en annexe). Celle-ci est exprimée en milligramme équivalent acide ascorbique par
microgramme d’HE (tableau 7). Nos résultats montrent que la capacité antioxydante totale de
I’huile essentielle du clou de girofle est deux fois plus élevée que celle de I’'HE du laurier avec
des valeurs 1.53 + 0.04 mg Eq A.As/ pg et 0.53 + 0.02 mg Eq A.As / g respectivement.

Tableau 7 : teneur en polyphenols, flavonoides et activivité antioxydante totale des huiles
essentielles du Laurus nobilis et Syzygium aromaticum

Les plantes Polyphénols Flavonoides CAT

mg Eq AG / ug HE| mg Eq Rutin / pg HE mg Eq A.As / ug HE

Laurus nobilis 0.019 + 0.0014 0.036 + 0.004 0.53+£0.02
Syzygium aromaticum 0.161 £ 0.004 0.14 + 0.002 1.53+0.04

1.2. Activité antioxydante mesurée par le test de DPPH

L’activité antioxydante des huiles essentielles vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée

a I’aide d’un spectrophotometre UV visible a la longueur d’onde de 515 nm en suivant la




réduction de ce radical qui s’accompagne par sa décoloration aprés 1’addition de
I’antioxydant. Les résultats montrent que ’activité anti-radicalaire des huiles essentielles est
trés importante et dose-dépendante. L’huile essentielle du Syzygium aromaticum a montré une
trés forte activité anti-radicalaire, elle a éliminé presque la totalité des radicaux libres 86.95 %
a une concentration de I’ordre de 0.4 pg / ml (figure 17). Alors que I’huile essentielle du
Laurus nobilis n’a pu réduire que 69.65 % des radicaux libres a une concentration d’ordre de

10 pug / ml (Figure 18).
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Figure 17 : activité anti-radicalaire de I'huile essentielle du Syzygium aromaticum
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Figure 18 : activité antiradicalaire de I'huile essentielle du Laurus nobilis
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Tableau 8 : 1Cso du DPPH des huiles essentielles Syzygium aromaticum et Laurus nobilis
comparée au BHT

ICso (g / ml)
HE Syzygium aromaticum 0.062 + 0.0004
HE Laurus nobilis 4.44 +0.05
BHT 100

En comparant les ICso des deux huiles essentielles testées par rapport a celle du
standard BHT, nous avons remarqué une activité antioxydante tres élevée de nos deux huiles
essentielles : du Syzygium aromaticum avec une ICso de 1’ordre de 0.062 + 0.0004 pg / ml et
de I’huile essentielle du Laurus nobilis dont I’ICsg est de I’ordre de 4.44 = 0.05 ug / ml par
rapport au standard BHT. En revanche I’activité antiradicalaire de Syzygium aromaticum

demeure supérieure a celle du Laurus nobilis (tableau 8).

1.3. Activité antioxydante mesurée par le test de FRAP

L’activité antioxydante des deux huiles essentielles a été évaluée par la méthode de
FRAP (figure 19 et figure 20). Ces résultats sont comparés entre eux et avec un antioxydant
synthétique le BHT. L’huile essentielle de S. aromaticum (SA) a montré une activité
réductrice extrémement intéressante avec 1Cso = 0.05 + 0.001 pg / ml par rapport a 1’huile
essentielle du Laurus nobilis (LN) avec une ICso de 1’ordre de 2.87 + 0.07 ng / ml. Et

’activité de deux reste plus imposante que celle du BHT (taleau9).
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Figure 19 : activité antioxydante du I'huile essentielle du Syzygium aromaticum par méthode de
FRAP
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Figure 20 : activité antioxydante de I"huile essentielle du Laurus nobilis par méthode de FRAP

Tableau 9 : 1Cso du pouvoir réducteur des huiles essentielles

I1Cs0 (Hg/ml)

HE Syzygium aromaticum 0.05 +0.001

HE Laurus nobilis 287+0.01
BHT 120

2. Dosage des composés phénoliques et activité antioxydante des extraits du
Syzygium aromaticum et Laurus nobilis par la méthode de macération

2.1. Rendement des extraits de Laurus nobilis et de Syzygium aromaticum

Tableau 10 : rendement des extraits de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis

Rendement (%)

Les extraits Laurus nobilis Syzygium aromaticum
Ethanolique 6 12
Methanolique 11 16
Acétate d’éthyle 3 12
Aqueux 4 8

Les résultats du rendement des différents extraits de Syzygium aromaticum et de

Laurus nobilis sont présentés dans le tableau 10. En générale ceux-ci montrent que les




extraits éthanolique, méthanolique, acétate d’éthyle et aqueux du Syzygium aromaticum ont
un meilleur rendement avec des valeurs 12 %, 16 %, 12 % et 8 % respectivement par rapport

aux différents extraits de Laurus nobilis.

2.2. Teneur en polyphénols, flavonoides et flavones et flavonols des extraits

2.2.1. Teneur en polyphénols

La teneur en phénols totaux des différents extraits du Syzygium aromaticum et Laurus
nobilis a été déterminée graphiquement a partir d’une courbe de régression de 1’étalon
obtenue d’une solution d’acide gallique et exprimée en milligramme d’acide gallique par

gramme d’extrait brute (figure 38 en Annexe).

Les résultats montrent que I’extrait éthanolique, méthanolique et d’acétate d’éthyle de
Syzygium aromaticum contiennent une forte teneur en ployphénols avec des valeurs
687.5+44.19, 507.45+£21.1 et 466.34+0.45 mg Eq AG / g MS respectivement, alors que, la
faible quantité en ployphénols est observée dans I’extrait d’acétate d’éthyle de Laurus nobilis
avec une valeur de 21+0.72 mg Eq AG / g MS (figure 21). Les feuilles de laurier contiennent
significativement la teneur la plus faible en polyphénols quel que soit le type de solvant

utilisé.
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Figure 21 : teneur en polyphénols dans les différents extraits des bourgeons de Syzygium
aromaticum L. et des feuilles de Laurus nobilis L.
Les résultats sont exprimés en mg Eq AG /g MS. Chaque valeur représente la moyenne de
trois valeurs + SD, les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme
solvant (p<0.001).
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2.2.2. Teneur en flavonoides totaux

Pour la teneur en flavonoides totaux des extraits des deux plantes étudiées, nous avons
utilisées une quantification spectrométrique avec du chlorure d’aluminium, la quantité en
flavonoides a été déterminée a partir de la courbe de régression obtenue d’une solution du
rutin, les valeurs sont exprimées en milligramme équivalent rutin par gramme de matiere

séche (figure 41 en Annexe).

Les résultats présentés dans la figure 22 montrent que 1’extrait éthanolique et
méthanolique de Syzygium aromaticum referment une forte teneur en flavonoides totaux avec
des valeurs de 213.89+7.85 et 173.33+2.35 mg Eq Rutin /g MS respectivement, alors que,
pour Laurus nobilis la teneur la plus élevée est attribuée a ’extrait éthanolique avec une

valeur de 147.78+7.49 mg Eq Rutin/g MS.
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Figure 22 : teneur en flavonoides totaux dans les différents extraits de Syzygium aromaticum L et
des feuilles de Laurus nobilis L.

Les résultats sont exprimés en mg Eq Rutin /g MS. Chaque valeur représente la moyenne de
trois valeurs + SD, les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme
solvant (p<0.001).

2.2.3. Teneur en flavones et flavonols

La teneur en flavones et flavonols des différents extraits du Laurus nobilis et Syzygium

aromaticum est obtenue a partir de 1’équation de régression y = 1.9368 x - 0.0125 (Figure 40
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en annexe), cette teneur est exprimée en milligramme équivalent quercétine par gramme de

matiére seche.

Les résultats illustres dans la (figure 23) montrent que 1’extrait éthanolique des
feuilles de Laurus nobilis contient la teneur significativement plus élevée en flavone et
flavonol avec la valeur de 280.56+15.71 mgEq Quércitine/gMS. Quel que soit la nature du
solvant, ce sont les extraits de Syzygium aromaticum qui renferment les teneurs

significativement les plus faible en flavone et flavonol (figure 23).
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Figure 23 : teneur en flavone et flavonol dans différents extraits de Syzygium aromaticum et des
feuilles de Laurus nobilis

Les résultats sont exprimés en mg Eq Rutin /g MS. Chaque valeur représente la moyenne de
trois valeurs + SD, les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme
solvant(p<0.001).

2.3. Activité antioxydante totale

L’activité antioxydante totale des extraits du Laurus nobilis et Syzygium aromaticum a
été déterminée graphiquement par la régression linéaire de la courbe d’étalon de 1’acide
ascorbique y = 1.517x - 0.0564 (Figure 39 en annexe), elle est exprimée en mg d’équivalent
d’acide ascorbique par gramme de matiére seche. Les résultats de 1’activité antioxydante
totale des différents extraits présentés dans la figure 24, révelent que ’extrait d’acétate
d’éthyle du Syzygium aromaticum renferme une teneur significativement plus élevée en
activité antioxydante totale avec la teneur 839.89+1.85 mg Eq Ac As/g MS. Les teneurs les

plus faibles sont observées dans les extraits acétate d’éthyle, méthanolique et éthanolique des
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feuilles de Laurus nobilis, a I’exception de I’extrait aqueux qui renferme une forte teneur de
545.83 £ 5.89 mg Eq Ac As/ g MS.
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Figure 24 : teneur en activité antioxydante totale dans les différents extraits de Syzygium
aromaticum et des feuilles de Laurus nobilis

Les résultats sont exprimés en mg Eq Rutin / g MS. Chaque valeur représente la moyenne de
trois valeurs + SD, les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme
solvant (p<0.001).

2.4. Activité antioxydante mesurée par le test DPPH

Le test DPPH est utilisé fréeqguemment in vitro pour déterminer 1’activité antioxydante
des extraits. L’activité de piégeage des radicaux DPPH par les différents extraits a été évaluée
en utilisant un spectrophotomeétre suivant la réduction de ce radical qui se manifeste par sa

décoloration apres 1’addition de I’antioxydant.

Dans le but de comparer ’activité antiradicalaire des différents extraits de Laurus
nobilis et Syzygium aromaticum par la méthode de macération. On a calculé ICso qui exprime

la concentration de 1’extrait capable de piéger 50 % de radical DPPH.

Tableau 11 : les valeurs des ICso pour les différents extraits exprimés en moyenne = SD (n = 3)

ICs0 (Mg / ml)
Plantes Ethanol Methanol Acetate d’éthyle Agueux
S. aromaticum | 0.12+0.0012 0.17+0.082 0.12+0.07° 0.06+0.052
L. nobilis 0.48+0.01° 0.31+0.009° 0.10+0.0062 0.06+0.0032

Les différentes lettres dans une méme colonne signifient une différence significative pour le
méme solvant d’extraction (p<0.001).
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Les valeurs des ICso des différents extraits sont présentées dans le tableau 11.
Généralement les valeurs des ICso des différents extraits testés par le test de piégeage DPPH
varient de 0.06 a 0.48 mg/ml. Ces resultats indiquent significativement que les extraits
éthanolique, méthanolique et acétate d’éthyle du Syzygium aromaticum avaient une activité de
piégeage des radicaux libres plus forte que ceux des feuilles de Laurus nobilis. Les extraits
aqueux des deux plantes ont une forte activité antiradicalaire supérieur a celle du BHT

(ICs0=0.10mg/ml) utilise comme un antioxydant de référence.

Les deux plantes ont un pouvoir antioxydant important qui est lié probablement a leur

composition chimique, en particulier a leur teneur en composés phénoliques et flavonoides.
2.5. Activité antioxydante mesurée par le test de FRAP
L’activité antioxydante des extraits de Laurus nobilis et Syzygium aromaticum par la
méthode de macération a été évaluée en utilisant la méthode de FRAP qui s’accompagne d’un

changement de couleur instantané du jaune au vert. Les résultats du test de réduction du fer

(FRAP) des différents extraits sont présentés sur le tableau 12.

Tableau 12 : les valeurs des ICso pour les différents extraits exprimées en moyenne + SD (n = 3)

I1Cs0 gmg/ml)
Plantes Ethanol Methanol Acétate d’éthyle Aqueux
S. aromaticum | 0.16 +£0.00008% = 0.17 £ 0.0022 0.17 £ 0.0012 0.17 £ 0.0012
L. nobilis 0.2 + 0.006° 0.21 £0.012° 0.28 + 0.019° 0.16 = 0.0042

Les différentes lettres dans une méme colonne signifient une différence significative pour le
méme solvant d’extraction (p<0.001).

L’analyse des résultats montre que les extraits éthanolique, méthanolique et acétate
d’éthyle de Syzygium aromaticum ont un pouvoir réducteur fort significativement avec des
valeurs d’ICso de ; 0.16, 0.17 et 0.17 mg/ml respectivement qui sont presque proches de celle
de I’antioxydant de référence le BHT (1Cs50=0.12 mg/ml). Quant aux extraits des feuilles de

laurier leur pouvoir réducteur est faible par rapport a celui du BHT.

3. Dosage des composés phénoliques et activité antioxydante des extraits du

Syzygium aromaticum L et Laurus nobilis L par méthode de soxhlet

3.1. Rendement des extraits de Laurus nobilis et Syzygium aromaticum

Le rendement, des extraits de Syzygium aromaticum et Laurus nobilis par la méthode

d’extraction soxhlet illustrés dans le tableau 13 montre que les extrait méthanoliques des
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deux plantes présentent un meilleur rendement avec des valeurs : 28% pour laurier et de 23%

pour le clou de girofle, tandis que celui des extraits aqueux reste le plus faible.

Tableau 13 : rendements des extraits de Laurus nobilis et de Syzygium aromaticum

Rendement (%)
Les extraits Laurus nobilis Syzygium aromaticum
Ethanolique 12 11
Meéthanolique 28 23
Acétate d’éthyle 4 11
Aqueux 4 3

3.2. Teneur en polyphénols, flavonoides et flavones et flavonols des extraits

3.2.1. Teneur en polyphénols

La teneur en phénols totaux des différents extraits du Syzygium aromaticum par la
méthode de soxhlet a été déterminée graphiquement a partir d’une courbe de régression de
I’étalon obtenue d’une solution d’acide gallique et exprimée en milligramme d’acide gallique

par gramme d’extrait brute (figure 38 en annexe).

Les résultats montrent que 1’extrait éthanolique du Syzygium aromaticum renferme une
teneur significativement plus élevée en polyphénols avec une valeur de 651.51+4.28 mg Eq
AG/ g MS. Alors que les plus faibles sont observées dans les différents extraits de laurus

nobilis (figure 25).
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Figure 25 : teneur en polyphenols dans les différents extraits de Syzygium aromaticum et
des feuilles de Laurus nobilis par méthode de soxhlet.
Les résultats sont exprimés en mg Eq AG /g MS. Chaque valeur représente la moyenne de
trois valeurs + SD, les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme
solvant(p<0.001).

3.2.2 Teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits des deux plantes obtenues par la méthode
de soxhlet a été déterminée a partir de la courbe de régression d’une solution du rutin, les
valeurs sont exprimées en milligramme équivalent rutin par gramme de matiére seche (figure

41 en annexe).

Les résultats présentés dans la figure 26 révélent que, I’extrait éthanolique du clou de
girofle renferme significativement une forte teneur en flavonoides totaux avec une valeur de
224.32+11.03 mg Eq Rutin /g MS cing fois plus élevée que celle de I’extrait éthanolique du

laurier.
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Figure 26 : teneur en flavonoides totaux dans les différents extraits de Syzygium
aromaticum et des feuilles de Laurus nobilis par méthode de soxhlet
Les résultats sont exprimés en mg Eq Rutin /g MS. Chaque valeur représente la moyenne de
trois valeurs + SD, les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme
solvant (p<0.001).

3.2.3 Teneur en flavone et flavonol

La teneur en flavone et flavonols des différents extraits du Laurus nobilis et Syzygium
aromaticum par la méthode de soxhlet exprimée en milligramme équivalent quercétine par
gramme de mati¢re séche est obtenue a partir de I’équation de régression y=1.9368x-0.0125

(figure 40 en annexe).

Les résultats présentés dans la figure 27 prouvent que I’extrait d’acétate d’éthyle de
laurier présente significativement la valeur la plus élevée en flavone et flavonol avec une
moyenne de 201.66+14.37 mg Eq Quercétine / g MS. Alors que la plus faible teneur est
observée dans les extraits éthanolique et d’acétate d’éthyle du Syzygium aromaticum avec des

valeurs 2.01+0.007 et 39.29+0.3 mg Eq Quercétine /g MS respectivement.
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Figure 27 : teneur en flavone et flavonol dans différents extraits de Syzygium aromaticum
et des feuilles de Laurus nobilis par méthode de soxhlet
Les résultats sont exprimés en mg Eq Quercétine / g MS. Chaque valeur représente la
moyenne de trois valeurs £ SD, les différentes lettres signifient une différence significative

pour le méme solvant (p<0.001).

3.3. Activité antioxydante totale

L’activité antioxydante totale, des extraits de Laurus nobilis et de Syzygium

aromaticum, étudiée par la méthode de soxhlet et exprimée en mg équivalent d’acide

ascorbique par gramme de matiére séche, a été déterminée graphiquement par régression

linéaire du courbe étalon de 1’acide ascorbique y = 1.517x - 0.0564 (figure 39 en annexe).

Les résultats de 1’étude, de 1’activité antioxydante totale de différents extraits, par la

méthode de soxhlet, illustrés dans la figure 28, révelent que les extraits éthanolique et

méthanolique du Syzygium aromaticum contiennent des teneurs significativement élevées
avec des valeurs de 800.31+2.21 et 785.25 + 3.51 mg Eq Ac As /g MS. Néanmoins les plus

faibles valeurs sont observées dans 1’extrait acétate d’éthyles des deux plantes.
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Figure 28 : activité antioxydante totale des extraits de Laurus nobilis et Syzygium
aromaticum par méthode de soxhlet
Les résultats sont exprimés en mg Eq Ac As / g MS. Chaque valeur représente la moyenne de
trois valeurs + SD, les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme
solvant (p<0.001).

3.4. Activité antioxydante mesurée par le test DPPH

Le test DPPH est tres utilisé in vitro pour déterminer I’activité antioxydante des
extraits. L’activité de piégeage des radicaux libres DPPH par les différents extraits a été
évaluée en utilisant un spectrophotometre suivant la réduction de ce radical qui se manifeste

par sa décoloration apreés 1’addition de I’antioxydant.

Dans le but de comparer ’activité antiradicalaire des différents extraits de Laurus
nobilis et Syzygium aromaticum par méthode de soxhlet. On a calculé ICso exprimant ainsi la
concentration de 1’extrait capable de piéger 50 % de radical DPPH.

Tableau 14 : Les valeurs des 1Cso des différents extraits de Syzygium aromaticum et Laurus nobilis
par méthode de soxhlet. ICso BHT = 0.10mg/ml

I1Cs0 (Mg/ml)
Plantes Ethanol Meéthanol Acétate d’éthyle Agueux
S. aromaticum 0.07 +0.0292 0.076 + 0.0532 0.11 +0.1122 0.82 +0.05°
L. nobilis 0.28 £0.016° 0.5+0.16° 0.14 £ 0.0009¢  0.13 +£0.0018?

Les différentes lettres dans une méme colonne signifient une différence significative pour le
méme solvant d’extraction (p<0.001).

D’apres les résultats présentés dans le tableau 14, les différents extraits sont dotés

d’un fort pouvoir antioxydant qui différe d’un extrait a ’autre. A 1’exception de I’extrait
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aqueux de Syzygium aromaticum, tous les autres ont une capacité de piégeage des radicaux
libres forte significativement et supérieure méme a celle du BHT (ICs0=0.10mg/ml). Alors

qu’elle est modérée dans les extraits éthanolique et méthanolique du laurier.
3.5. Activité antioxydante par le test de FRAP
L’activité antioxydante des extraits de Laurus nobilis et Syzygium aromaticum a été

évaluée en utilisant la méthode de FRAP qui se manifeste par un changement de coloration du

jaune au vert. Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau 15.

Tableau 15 : les valeurs de 1Cso pour les différents extraits par le test de FRAP par la méthode de
soxhlet. 1ICso BHT = 0.12mg / ml

ICs0 (Mg / ml)
Plantes Ethanol Méthanol Acétate d’éthyle Agqueux
S. aromaticum | 0.06 £ 0.00052 | 0.15 + 0.00022 0.20 £ 0.092 0.22 +0.082
L. nobilis 0.46 +0.03° 0.26 +0.03° 0.29 £ 0.022 0.23 £ 0.000152

Les différentes lettres dans une méme colonne signifient une différence significative pour le
méme solvant d’extraction (p<0.001).

L’analyse des résultats montrent qu’avec la valeur de 0.06 mg / ml, I’extrait
éthanolique de Syzygium aromaticum présente une teneur significativement faible en 1Cso, ce
qui lui confére un pouvoir réducteur plus fort que le BHT. Le pouvoir réducteur de 1’extrait
éthanolique du Laurus nobilis demeure significativement faible en comparaison avec les

autres extraits des deux plantes.

I1l. Discussion

1. Teneur en phénols et activité antioxydante des huiles essentielles de Syzygium

aromaticum et de Laurus nobilis

Les teneurs en polyphénols et flavonoides totaux présents dans les huiles essentielles
de Syzygium aromaticum et Laurus nobilis sont obtenues par hydrodistillation a été réalisee
en pratiquant d’abord la méthode colorimétrique de Folin Ciocalteu et ensuite la méthode de

trichlorure d’aluminium (AIClg).

Les résultats du dosage des polyphénols des huiles essentielles montrent que, 1’huile
essentielle du clou de girofle renferme une forte teneur en composés phénoliques dont la

valeur est de 0.161 + 0.004 mg Eq AG / pg HE, alors que I'huile essentielle du laurier
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présente une teneur plus faible 0.019+0.0014 mg Eq AG/ ug HE. De nombreuse études ont
confirmé la richesse de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum en phénols [167, 168], de

pareils résultats ont été constatés apreés la culture de la plante en Turquie [142].

Les résultats montrent que la richesse de 1’huile essentielle de Syzygium aromaticum
en flavonoides est plus importante que celle du laurier avec des valeurs 0.14+0.002 et
0.036+0.004 mg Eq rutin / ug HE respectivement. A noter que nos résultats sont en accord

avec d’autres études [190].

L’activité antioxydante totale est exprimée en milligramme d’acide ascorbique
équivalent par microgramme d’huile essenticlle. Les résultats montrent que la capacité
antioxydante totale de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum est deux fois plus élevéee
que celle du laurier avec des valeurs (1.53+0.04 et 0.53+0.02 mg Eq Ac As/ug HE
respectivement). Ces résultats sont en concordance avec 1’étude réalisée par Bakour et al

[190].

L’activité antioxydante des huiles essentielles vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
a I’aide d’un spectrophotométre UV visible a la longueur d’onde de 515 nm en suivant la
réduction de ce radical qui s’accompagne par sa décoloration aprés 1’addition de
I’antioxydant. Les résultats montrent que ’activité anti-radicalaire des huiles essentielles est
tres importante et a dose-dépendante. L’huile essentielle du Syzygium aromaticum a montré
une forte activité anti-radicalaire, en éliminant presque la totalité des radicaux libres (86.95%)
a une concentration de 1’ordre de 0.4 pg/ml. Alors que I’huile essentielle du Laurus nobilis
n’en a réduit que 69.65% a une concentration d’ordre de 10 pug/ml. Pour comparer 1’activité
anti-radicalaire des deux huiles essentielles on a calculé la concentration inhibitrice a 50% ou
ICs0 qui est inversement lié a la capacité antioxydante de I’huile essentielle, elle exprime la
quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre a 50%. Plus
la valeur d’ 1Csg est basse, plus I’activité antioxydante est grande [191]. En comparant les ICso
des deux huiles essentielles testées par rapport a celle du standard BHT, nous avons remarqué
une activité antioxydante trés élevée de 1’huile essentielle du Syzygium aromaticum avec une
ICs0 de I’ordre de 0.062+0.0004 pg/ml mais extrémement supérieure a celle de 1’huile
essentielle du Laurus nobilis dont I’ICsp est de ’ordre de 4.44+0.05 pg/ ml. 11 est a noter que
I’activité antiradicalaire des huiles essentielles est supérieure a celle du standard BHT
(tableau 8). Des études ont été realisees par Jirovetz et al ,Gulcin et al [143, 146] pour
déterminer 1’activité antioxydante de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum. Ces travaux

ont montré que I’ICsg de cette huile essentielle est inférieur a celle du standard. En effet
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I’activité antiradicalaire de I’HE du clou de girofle est attribuée a sa teneur élevée en composé
phénolique : I’eugénol [151]. Une étude réalisée sur 'HE du Laurus nobilis du Nord-Est
Algérien a montré que son activité antiradicalaire nettement est inférieure a celle de notre
étude [192].

L’activité antioxydante des deux huiles essentielles a été évaluée en pratiquant la
méthode de FRAP. Une comparaison entre les deux huiles essentielles puis entre celles-ci et
I’antioxydant BHT a montré que I’huile essentielle de S. aromaticum (SA) est dotée d’une
activité réductrice extrémement intéressante avec 1Cso = 0.05 + 0.001 pg / ml par rapport a
I’huile essentielle du Laurus nobilis (LN) avec une ICso de 1’ordre de 2.87 + 0.07 pg / ml
(taleau9). Les résultats d’autres études faites pour évaluer le pouvoir réducteur du I’huile

essentielle du S. aromaticum sont en commun accord avec les nétres [133, 134].

Les résultats obtenus du test effectué par la méthode de FRAP confirment le potentiel
réducteur des huiles essentielles étudiées grace a leur bonne affinité avec les ions Fe** qui leur

procure une activité antioxydante plus forte que celle du BHT (120ug / ml).

2. Rendement, dosage des composés phénoliques et activité antioxydante des

extraits par macération et soxhlet

Les résultats du rendement des différents extraits de Syzygium aromaticum et de
Laurus nobilis par les deux méthodes d’extraction a savoir, macération et soxhlet montrent
que les meilleurs rendements d’extraction sont enregistrés par la méthode de soxhlet pour
Laurus nobilis. Quant aux extraits méthanoliques de deux plantes, la méthode de soxhlet a
révélé des rendements plus importants que ceux des autres extraits avec 28% pour Laurus

nobilis et 23% pour Syzygium aromaticum.

La variabilité du rendement est due a plusieurs parametres dont le pH, le solvant, la

méthode d’extraction, la température ainsi que la période de la récolte [193].

La quantité en polyphénols des différents extraits de Syzygium aromaticum et Laurus
nobilis est estimée en mg Eq AG / g MS. Les résultats montrent que 1’extraits éthanolique et
méthanolique de Syzygium aromaticum contiennent une forte teneur en polyphénols avec des
valeurs de 687.5 + 44 et 507.45 + 21.10 mg Eq AG /g MS respectivement par macération, et
de 651.51 £4.28 et 481.41 = 0.42 mg Eq AG /g MS par soxhlet. Alors que I’extrait aqueux de

Laurus nobilis en referme une teneur plus élevée.
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De nombreuse études ont été réalisées pour doser des polyphénols des extraits des
feuilles de laurier. Leurs résultats confirment la présence des composés phénoliques qui sont
identifiés par HPLC (acide caféique, férulique et vanillique). La caractérisation de ces
composés phénoliques peut étre définie par les conditions environnementales [164, 173]. Sans
oublier le méthanol reste le meilleur solvant pour extraire les composés phénoliques des

plantes.

La teneur en flavonoides totaux des extraits de Syzygium aromaticum et Laurus
nobilis est déterminée par 1’'usage du rutin. Les résultats sont exprimés en mg Eq rutin / g MS.
Par macération ou soxhlet, 1’extrait éthanolique de Syzygium aromaticum détient une forte
teneur en flavonoide totaux avec les valeurs de 123.89+7.85 et 224.32+11.03 mg Eq rutin/g
MS respectivement. Les résultats des études faites sur les extraits des feuilles du laurier sont
en concordance avec les nbtres avec presque la méme teneur pour I’extrait méthanolique

149.2 mg Eq rutin / MS [174-175, 195].

L’activité antioxydante des extraits de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis a été

évaluée par le test de DPPH et le pouvoir réducteur de fer (FRAP).

Le test DPPH est utilisé fréeqguemment in vitro pour déterminer 1’activité antioxydante
des extraits, évaluée par le biais d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical
qui se manifeste par sa décoloration apres 1’addition de 1’antioxydant. On a calculé les 1Cso
exprimant la concentration de 1’extrait capable de piéger 50% de radical DPPH. En général,
les valeurs de ICso de tous les extraits mesurés par le test de piégeage du radical DPPH varient
de 0.06 a 048 mg/ml. Cependant, par rapport a [’antioxydant de référence BHT
(IC50=0.10+£0.0001 mg/ml), I’activité antioxydante de tous les extraits demeure la plus
puissante. En effet, un agent antioxydant est actif contre les radicaux libres si I’ 1Csp est
inférieur a 5 mg/ml et c’est le cas de tous nos extraits [175, 176]. L’extrait aqueux par
macération et I’extrait méthanolique par soxhlet de laurier révelent une excellente capacité a
neutraliser les radicaux libres DPPH avec 1Cs0=0.5 mg/ml, ces résultats sont en concordance
avec ceux des études faites par Begum et al [198] sur les feuilles du laurier originaire d’Italie.
Par contre celle de Syzygium aromaticum est Iégérement supérieur aux autres extraits. Ces
résultats sont conformes aux données antérieurs rapportées par Dua et al [199] avec la valeur
d’IC50=93.75 pg / ml. Ces différences observées peuvent étre attribuées aux différents
méthodes et solvants d’extraction utilisés [200]. Une étude réalisée par Dua et al sur les
extraits des bourgeons floraux du Syzygium aromaticum a montré que 56% de radicaux libres

de DPPH ont été piégés par un extrait équivalent a 100ug de girofle, cette activité
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antioxydante élevée peut étre corrélée a la teneur considérable en ascorbate, tocophérol et en
phénols [199].

L’activité antioxydante de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis a été evaluée en
utilisant le test de FRAP qui s’accompagne d’un changement de couleur instantanément du
jaune au vert. En général, les extraits du Syzygium aromaticum révélent un pouvoir réducteur
du fer trés puissant avec les valeurs de 1C50=0.06 a 0.2 mg/ml. Alors que c’est I’extrait aqueux
de Laurus nobilis par macération et soxhlet qui présente un pouvoir réducteur élevé par
rapport aux autres extraits. Les méme résultats ont été observés lors des feuilles de laurier de
1’ Argentine [179].

Globalement, les deux plantes ont un pouvoir antioxydant important, lié probablement
a leur composition chimique, et particulierement a leur teneur totale en composés phénoliques
et flavonoides [119,137].
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Chapitre Il : effet de I'extrait aqueux du Laurus nobilis L. et du
Syzygium aromaticum L. sur le volume urinaire et la fonction rénale

en comparaison avec le furosemide

. Introduction

Les plantes médicinales ont actuellement une importance considérable en raison de
leurs attributs particuliers. Dans le processus de découverte de médicaments, les plantes
médicinales sont une source importante de molécules bioactives. Environ 39,1% de tous les
médicaments approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) proviennent de produits
naturels [201]. Laurus nobilis et Syzygium aromaticum sont deux plantes connues par la
richesse de leurs composés phytochimiques positifs pour la santé et surtout sans effets

secondaires.

Ce chapitre a pour but d’explorer I’effet de Syzygium aromaticum et Laurus nobilis sur
la diurése et la fonction rénale. Les urines récoltées de chaque groupe de rat ont été analysés
pour déterminer la teneur en sodium, potassium, chlorure et créatinine, tandis que leur sérum
servi a déterminer la teneur en sodium, potassium, chlorure, créatinine, urée et I’albumine.
Des parametres rénaux tels que 1’osmolarité¢ plasmatique, clairance osmolaire, 1’activité
salurétique, clairance de 1’eau libre ont été calculés. Des coupes histologiques ont été faites
sur les reins de tous les groupes pour se rassurer de 1’absence de toute altération du tissu

rénale.

Il1. Résultats et discussion

Comme le montre le tableau 16, le volume urinaire des rats traités au furosémide,
Syzygium aromaticum et Laurus nobilis a augmenté d’une maniére significative des le
premier jour et a continué a augmenter quotidiennement pendant les 9 jours. A la fin du
traitement, la diurése des rats traités avec Syzygium aromaticum était semblable a celle du
groupe de rats traités par le furosémide or elle est plus significative (P <0,05) que celle du
groupe traité avec Laurus nobilis. En outre, I'excrétion urinaire de sodium et de chlorure suite
au traitement par les extraits des deux plantes a été augmentée de maniere significative, alors
que celle du potassium n’a connu qu’un léger effet (tableau 17). Fait intéressant, les résultats

ont indiqué que les extraits de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis ne provoquaient
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aucune augmentation significative des électrolytes sériques, alors qu’avec le furosémide on

note une hypokaliémie (tableau 18). Le mécanisme d'action de I'effet diurétique observé a la

suite du traitement aux deux plantes est comparé a celui du furosémide, diurétique de I'anse

qui augmente le débit urinaire via I'inhibition du co-transport de Na * - K *- 2CI", au niveau de

la partie ascendante de I'anse de la boucle. Il provoque aussi I'excrétion urinaire de sodium, de

potassium et de chlorure [202].

Tableau 16 :

urinaire (ml/ 24 h) chez les rats normaux durant neuf jours.

Effet du Syzygium aromaticum, Laurus nobilis et furosemide sur le volume

Eau distillée Furosemide Syzygium aromaticum Laurus nobilis
Jour 1 5.59+£0.37 7.75 £ 1.20** 7.45 £ 1.15* 7.50 £ 0.50*?
Jour 2 5.42 +0.37 8.00 + 1.03***2 7.95 + 1.06***2 7.75 £ 0.55**2
Jour 3 6.08 £ 0.38 10.41 £ 0.44***2 7.50 & 0.25%**2**x*b 7.5+ 0.5***2
*4ekb
Jour 4 6.08 £ 0.39 11.00 £ 0.81***2 8.25 + 1.18**axxb 8.33%1.24%3 **b
Jour 5 6.07 £ 0.60 14.35 £ 1.67***2 0.16 + 1.06%*a **b 8.5040,91 %3 **b
Jour 6 6.37 £ 0.76 14,18 £ 1.31***2 9.5 # 1 5H*a**xb 8.58+0.83**
ekekb
Jour 7 6.31+0.48 14.95 + 0.68***2 10.5 & 1,5%x**a%*xb 10 >4 H4xD
Jour 8 6.37£0.76 14.66 + 0.94***2 13,25 £ 1.28***a***C | 1() 33+0.94***2
*xekb
Jour 9 6.38 £ 0.48 14.95 + 0.68***2 14.16 £ 1.21***a*C 11.1641.21%**2

*%x%b

a: comparaison avec le groupe qui a regu 1’eau distillée; b: comparaison avec le groupe qui a
recu du furosemide; c: comparaison entre le groupe qui a regu Syzygium aromaticum et le
groupe qui a recu Laurus nobilis. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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Tableau 17: Effet du Syzygium aromaticum, Laurus nobilis et furosémide sur le niveau
d'électrolytes urinaire chez les rats wistars normaux apreés neuf jours de traitement

Electrolytes urinaire

Sodium
urinaire

(meq/L)

Potassium
urinaire

(meq /L)

Chlore urinaire

(meq/L)

Jour O

jour 9

Jour O

jour 9

Jour O

jour 9

Eau distilée

151.88 +1.3

152.66 + 2.05

71+0.44

71.66 +1.24

99+0.10

98.83 +0.68

Furosemide

151.18+0.75

207 £2.51
*kKka

70+1.22

84.33 +6.67

*%xa

98 +0.80

206.5 + 3.25

**%*xa

Syzygium aromaticum

152.12 +0.21

189.16 £ 1.34
*h KAk xADrAxxC

71+0.34

80.66 + 5.82
*a

99.10 + 0.40

212.08 + 10.64

*kKxa

Laurus
nobilis

150.19 +1.22

180 +1.15
*KKAxkxxb

71+0.33

81.33+3.14
*a

98.15 + 0.95

272.2+1.29

F Kk KAk hAxDrAxAC

a: comparaison avec le groupe qui a regu 1’eau distilée; b: comparaison avec le groupe qui a
recu du furosemide; c: comparaison entre le groupe qui a regu Syzygium aromaticum et le

groupe qui a recu Laurus nobilis. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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Tableau 18 :

d’électrolytes sériques chez les rats normaux aprés neuf jours de traitement

Effet de Syzygium aromaticum, Laurus nobilis et furosémide sur les taux

Electrolytes sériques Eau distillée Furosemide | Syzygium aromaticum Laurus nobilis
Sodium Jour 0 144.20+0.11 143.00£1.02 143.10+0.14 143.80+0.75
sérique
(meg/L)

jour 9 143.50+1.89 = 144.83+0.68 143.66+0.94 144.5+0.76

Potassium Jour 0 5.10+0.11 5.20+0.40 5.09+0.12 5.12+0.41
sérique
(meq/L)

jour 9 5.07+0.45 5.16+0.16 5.23+0.09 5.14+0.44

Chlorure Jour O 90.45+1.22 91.00+1.45 90.45+1.20 91.00+0.26
sérique

(mea/L) jour 9 91.55¢1.23 | 92.83+2.67 89.83+4.81 88.60+4.29

a: comparaison avec le groupe qui a recu I’eau distillée; b: comparaison avec le groupe qui a
recu du furosémide; c: comparaison entre le groupe qui a recu Syzygium aromaticum et le

groupe qui a recu Laurus nobilis. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

En outre, a part la clairance de la créatinine, les résultats résumés dans le tableau 19

ne montrent aucune augmentation significative des taux d'urée, d'albumine, de créatinine dans

le sang et de créatinine dans les urines, par le furosémide et par les extraits de plantes. Ces

données pourraient étre explorées pour de potentielle augmentation de la clairance de la

créatinine en cas d'insuffisance rénale [203].
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Tableau 19 : Effect du Syzygium aromaticum, Laurus nobilis et furosemide sur les taux d’urée
sanguine, Creatinine, Albumin, et filtration glomerulaire chez les rats normaux aprés neuf jours
de traitement.

Eau distillée Furosemide Syzygium Laurus nobilis
aromaticum
Urée sanguine 27.35%£1.70 25.5+2.30 24.55+2.75 24.05+5.58
(mg/dL)
Albumin 39.05+0.07 38.5+0.7 36.25+0.77 36.85+1.2
(g/L)
creatinine 0.42+0.01 0.40£0.01 0.39+0.01 0.38+£0.01
sanguine(mg/d
L)
Creatinine 46+1.41 45.75+0.35 44,98+1.39 45.82+0.24
urinaire
(mg/dL)
Taux de 0.48+0.01 1.18+0.05 1.15+0.04 0.93+0.03
filtration
g|0mél’u|all’e *%kkad **kkad **x*xa
(mL/min)
*C *%b

a: comparaison avec le groupe qui a regu de 1’cau distillée ; b: comparaison avec le groupe
recu furosemide; c: comparaison entre le groupe recu Syzygium aromaticum et le groupe recu
Laurus nobilis. (**p < 0.01; ***p < 0.001).

Les effets de Syzygium aromaticum, Laurus nobilis et du furosémide sur I'osmolarité
urinaire, l'osmolarité plasmatique, la clairance osmolaire, la clairance d'eau libre et la
réabsorption d'eau libre chez les rats aprés neuf jours de traitement sont résumés dans le
tableau 20. Bien qu'aucun changement significatif n‘ait été enregistré dans l'osmolarité
plasmatique, Les résultats ont montré une augmentation significative au niveau de I'osmolarité
de l'urine, de la clairance osmolaire, de la clairance d'eau libre et de la réabsorption d'eau

libre.

129



Tableau 20 : Effet de Syzygium aromaticum, Laurus nobilis et du furosémide sur I'osmolarité
urinaire, I'osmolarité plasmatique, la clairance osmolaire, la clairance et la réabsorption de I'eau

libre chez les rats normaux aprés neufs jours de traitement

Eau distillée Furosémide Syzygium Laurus
aromaticum nobilis
Uosm 448.66 +4.13 582.66+14.45 539.66+11.41 522.66+6.77
(mOsm/kgH20)
- ek A HkDkC S—
Posm 287.00+4.14 289.66+1.50 287.33+2.06 289.00+1.67
(mOsm/kgH20)
Cosm 7.27 £0.63 20.87+0.91 18.46 + 1.66 14.03 +1.75
(mL/min) xxxa Hokk KD Sk Fokokd SokekD
CH-0 -2.62£0.27 -10.49 + 0.51 -8.62 £ 0.80 -6.27 £ 0.83
(mL/min) — e @k ek Dok ok C *kkA KkkD
TCH20 2.62 £0.27 10.49 + 0.51 8.62+0.80 6.27 £0.83
(mL/min) xxxa Fokkkk kD IkAC Hokka dkkD

a: comparaison avec le groupe qui a regu de 1’eau distillée ; b: comparaison avec le groupe
recu furosémide; ¢ :comparaison entre le groupe recu Syzygium aromaticum et le groupe recu

Laurus nobilis, (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

Comme le montre le tableau 21, les activités natriurétique et salurétique dans le

groupe traité au furosémide ont connu une augmentation significative, tandis que les extraits

de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis n’ont eu d’effet que sur 1’activité salurétique.

En ce qui concerne l'inhibition de I'anhydrase carbonique, selon VVogel, elle peut étre comprise

a des proportions entre 0,8 et 1 et nous pouvons Supposer que nous puissions aboutir a une

inhibition de I’anhydrase carbonique 1égére a forte avec des ratios décroissantes [204]. Alors

que I'extrait de Syzygium aromaticum et I'extrait de Laurus nobilis n‘ont montré aucun effet ni

sur I’inhibition de I’anhydrase carbonique ni sur le rapport Na * / K*. Ces caractéristiques

suggerent que les extraits aqueux de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis pourraient

avoir un mecanisme d'action similaire a celui des diurétiques thiazidiques, qui augmentent

I'excrétion urinaire de sodium et de chlorure en bloquant le co-transport Na * / CI du tube

distale [202].
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Les diurétiques thiazidiques ainsi que les diurétiques de l'anse sont connus par
I'nypokaliémie [205], aucun changement significatif dans les taux de potassium serique n'a été
observé lors de I'administration par voie orale des extraits de Syzygium aromaticum ou de

Laurus nobilis. L explication possible a ce phénomeéne serait due a la richesse en potassium

de ces plantes [186, 187].

Tableau 21 : Effet du Syzygium aromaticum, Laurus nobilis et furosémide sur inhibition de
DPanhydrase carbonique, et sur les activités salurétique et natriurétique chez les rats normaux

aprés neuf jours du traitement.

Eau distillée Furosemide Syzygium aromaticum Laurus nobilis
Salurétique 251.50+2.07 413.50+3.98 401.25+12.74 452.06+2.06
(Na++ CI*) Kk *%xaxb *AhkAhhADAAAC
Natriurétique 2.13+0.06 2.47+0.22 2.35+0.20 2.21+0.09
(Na*/K")
*%a
IAC [CI/(Na® + K] 0.44+0.04 0.70+0.01 0.78+0.04 1.04+0.1
*kka FkKakxxb *AhkAhkxDAAAC

a: comparaison avec le groupe qui a regu de 1’cau distillée ; b: comparaison avec le groupe
recu furosémide; c: comparaison entre le groupe recu Syzygium aromaticum et le groupe recu
Laurus nobilis. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

Notre étude nous a menés a découvrir que les extraits aqueux de Syzygium

aromaticum et Laurus nobilis n’ont engendré aucun changement pathologique au niveau du

tissu renal (figure 29).
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Figure 29 : Examen histologique du tissu rénal ; (a) : groupe eau distillée : tissu normal x100 ;
(b) : groupe Syzygium aromaticum : tissu normal x100 ; groupe Laurus nobilis: tissu normal
x100; (d): groupe furosemide: tissu normal x100.

L’analyse phytochimique de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis a montre la
richesse de ces plantes en composés flavonoides tels que la quercétine, le kaempférol, la
rutine, la catéchine, la lutéoline et I’apigénine [174, 188, 189]. Plusieurs études ont jusqu'a
présent prouvé qu’il existe une relation entre les flavonoides et les effets diurétiques. Par
exemple, en plus d’une étude qui a révélé que la lutéoline avait un effet diurétique et
natriurétique [210], Junior et al ont montré que l'isoquercitrine en est aussi responsable avec
un faible taux de potassium [211], et Mariano et al ont constaté les effets diurétiques et
salurétiques d’épicatéchine [210]. Il semble donc possible que I'effet diurétique de I'extrait de
Syzygium aromaticum et de I'extrait de Laurus nobilis soit attribué a leur teneur en

flavonoides.

Les caractéristiques diurétiques de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis peuvent étre
explorées pour étudier d'autres propriétés pharmacologiques telles que I'effet hypotenseur
[126].
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I1l. Conclusion

La découverte la plus intéressante de 1’étude actuelle est que 1’administration orale
quotidienne d’extraits aqueux de Syzygium aromaticum ou de Laurus nobilis augmente la
diurese chez les rats normaux, sur une période de neuf jours, sans altération significative ni
des électrolytes sanguins ni des tissus rénaux. Des études complémentaires s’averent
nécessaires pour clarifier le mécanisme d'action et le principe actif responsable de I'effet

diuretique.
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Chapitre IV : Exploration de I'effet protecteur des extraits aqueux
de Syzygium aromaticum et Laurus nobilis contre I’hépato-
néphrotoxicité provoquée par le peroxyde d’hydrogéne chez les rats

wistar

l. Introduction

Les radicaux libres sont naturellement présents dans [’organisme vivant, et
comprennent les especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) et les espéces réactives de 1’azote
(ERN) [212]. Ils sont produits au cours du métabolisme de 1’énergie au niveau de la cellule
par la réduction de I’oxygéne avec un électron formant ainsi 1’anion superoxyde (O2 -) et avec
2 ou3 ¢lectrons il forme I’H202, sous 1’action d’enzymes telles que les oxydases, en plus du
radical hydroxyle (OH). Il existe plusieurs facteurs tels que : la pollution de I’air et de I’eau,
les médicaments, les toxines, les métaux lourds, les pesticides et la fumée de cigarette qui

accroient la production des espéces réactives de I’oxygene [213].

Quand les ERO sont présentes en concentration physiologique convenable, elles
jouent un role important dans le maintien et le fonctionnement de 1’organisme, mais par
contre lorsque leurs production dépassé la capacité des cellules a les piéger, elles provoquent

ainsi un état d’oxydation appelé stress oxydatif [214].

Les antioxydants d’origine exogenes tels que les vitamines E et C, les composés
phénoliques, les flavonoides, flavonols, les flavones et les caroténoides aident les
antioxydants endogénes a protéger le corps contre les diverses maladies résultantes du stress
oxydatif [215].

Dans ce contexte, la présente étude a pour objectif d’étudier et évaluer 1’effet
protecteur des extraits aqueux de Syzygium aromaticum et du Laurus nobilis contre la toxicité
nocive induite par H2O2 en comparant les résultats obtenus a ceux du témoin n’ayant regus
que de l’eau distillée puis a ceux obtenus du contrdle positif traité par le peroxyde

d’hydrogene.
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1. Résultats

1. Effet protecteur de ’extrait du Syzygium aromaticum.L contre la toxicité induite
par le peroxyde d’hydrogéne

1.1. Effet du peroxyde d’hydrogéne et de extrait du Syzygium aromaticum sur les
enzymes hépatiques chez le rat wistar

Le peroxyde d’hydrogéne est un produit qui a des effets néfastes a une concentration
élevée au-dela des normes physiologiques. Pour mettre en relief I’effet protecteur de 1’extrait
aqueux du Syzygium aromaticum sur la toxicité hépatique provoqué par H2O2, on a dose les
transaminases (AST et ALT) et la lactate déshydrogénase (LDH).

Les résultats illustrés dans la figure 30 mettent en relief des augmentations
significatives de ’ALT, AST et LDH chez le groupe traité par H.O, par rapport aux autres
groupes. De plus une association de H>O> avec ’extrait aqueux de clou de girofle a rétabli

modérément la stabilité de ces enzymes hépatique mieux que chez le groupe traité par 1’eau
distillée.

1500+

LDH

1000+

*xAA

Concentration (IU/L)

Figure 30 : effet du peroxyde d’hydrogéne et I’extrait par macération des clous de girofle sur les
enzymes hépatiques chez les rats wistar.

a : comparaison entre tous les groupes et le groupe contrdle qui a recu de 1’eau distillée.
b :comparaison entre tous les groupes et le groupe qui a recgu le peroxyde d’hydrogéne seul.
(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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1.2. Effet du peroxyde d’hydrogéne et ’extrait aqueux du Syzygium aromaticum sur le
profile lipidique chez le rat wistar

Les résultats observés sur la figure 31 montrent que H>O> augmente le cholestérol
total, le LDL, les triglycérides, le VLDL et diminue le HDL sans aucun changement
significatif pour le groupe traité par I’extrait aqueux de Syzygium aromaticum seul en le
comparant au groupe témoin (traité par I’eau distillée). Par ailleurs on constate une légere
diminution du cholestérol totale, triglycérides, VLDL et LDL chez le groupe traité par une

combinaison de H2O; et I’extrait aqueux en comparaison avec le groupe traité au H.O> seul.

EZ Eau distilee g syzygium aromaticum B2 H.0; [[] H,0,+syzygium aromaticum

801
"
% 60- *hKa E
c HokexD s soxxD =
~ e, it E
c —
Q —
s =
= =
) —
%) —
S —
8 = b xb xa b g
= FkkD Kk
. | 1B E B 2 5 [T
Cholestérol total triglycérides VLDL LDL

Figure 31 : Effet du peroxyde d’hydrogéne et I’extrait par macération des clous de girofle sur le
profile lipidique chez le rat wistar

a : comparaison entre tous les groupes et le groupe controle qui a recu de 1’eau distillé.
b :comparaison entre tous les groupes et le groupe qui a recu le peroxyde d’hydrogéne seul.
(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

1.3. Effet du peroxyde d’hydrogeéne et I’extrait du Syzygium aromaticum sSur les taux

sériques de la créatinine, urée, protéine et albumine chez le rat wistar

Les résultats figurant dans le tableau 22 confirment I’existence d’une remarquable
perturbation des taux des parameétres biochimiques apres le traitement par le peroxyde
d’hydrogene (1%) a une dose de 300mg. Ce dernier provoque une augmentation de la

créatinine et I’urée plasmatique et aussi une légere diminution des protéines et de 1’albumine.
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On remarque pour le groupe a qui on a administré le H,O2 + Syzygium aromaticum

montre une certaine stabilité des parametres par rapport au groupe témoin.

Tableau 22 : effet du peroxyde d’hydrogéne et ’extrait par macération des clous de girofle sur les
taux sériques de la créatinine, urée, protéine, et aloumine chez les rats wistar.

Eau distillé  Syzygium aromaticum H20:2 H202+Syzygium
aromaticum
Créatinine 0.390+0.029 0.400 +0.033 0.900+0.104 0.490+0.029
*%%xbh *Kk*a *akxxh
Urée 23.60£1.14 23.82+1.11 28.75£3.77 25.31£1.95
*%xb *%xa
Protéine 43.00+2.16 43.12+3.83 42.20+1.79 43.67+£1.29
Albumine 37.80£2.53 36.92+1.88 34.97+£2.42 35.50+2.64

a : comparaison entre tous les groupes et le groupe contrdle qui a regu de 1’eau distillée.
b :comparaison entre tous les groupes et le groupe qui a regu le peroxyde d’hydrogéne seul.
(*p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001).

1.4. Effet du H20: et I’extrait aqueux de Syzygium aromaticum sur le tissu hépatique et

rénal

1.4.1. Foie

L’examen histopathologique du tissu hépatique a montré que le peroxyde d’hydrogene
induisait une nécrose hépatique, inflammation des espaces porte et dilatation de la veine
centrolobulaire. Cependant, lors de sa co-administration avec 1’extrait aqueux du Syzygium

aromaticum, il n’a causé que la dilatation de la veine centrolobulaire (figure 32).
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Figure 32 : analyse histologique du foie chez les rats Wistar stressés et les non- stressés

(a):Foie control : normal tissu x100 ; (b) : foie de Syzygium aromaticum : normal tissux100 ; (c) :
foie H,O; : dilatation vasculairex200 ;(d) : foie H,O, : inflammation des espaces portesx200 ; (e) :
foie H,O, + Syzygium aromaticum : cellule par cytoplasme clairex200.

1.4.2. Rein

L’examen histopathologique du tissu rénal a montré que H202 induit une inflammation
des cellules rénales, mais lorsqu’il a été administré avec 1’extrait aqueux de Syzygium
aromaticum, il n’a pas provoqué de modification histopathologique (aspect normal)
(figure 33).
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Figure 33 : analyse histologique des reins chez les rats Wistar stressés et les non- stressés

(@) : rein contrdle : tissu normal x100 ; (b) : Rein de Syzygium aromaticum : tissu normal x100 ; (c) :
Rein H,0, : présence de cellule inflammatoirex100 ;(d) : Rein H,O, : tissu normalx100.

2. Effet protecteur de I’extrait aqueux de Laurus nobilis L. contre la toxicité

induite par le peroxyde d’hydrogéne.

2.1. Effet du peroxyde d’hydrogéne et Dextrait du laurus nobilis sur les enzymes

hépatiques chez les rats wistar.

Pour savoir I’effet protecteur de 1’extrait aqueux du Laurus nobilis contre la toxicité
induite par H202, on a pratiqué un dosage des transaminases (AST, ALT) et la lactate
déshydrogenase (LDH).

L’analyse des résultats présentés dans la figure 34 montre une augmentation
significative de ’ALT, AST et LDH chez le groupe traité par le peroxyde d’hydrogeéne en le
comparant avec les autres groupes. Cependant I’association de H2O> avec 1’extrait aqueux du

laurus nobilis a rétabli la stabilité de ces enzymes hépatiques.
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Figure 34 : Effet du peroxyde d’hydrogéne l’extrait de laurus nobilis sur les enzymes hépatiques

a : comparaison entre tous les groupes et le groupe contrdle qui a regu de 1’eau distillé.
b :comparaison entre tous les groupes et le groupe qui a regu le peroxyde d’hydrogene seul.
(*p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001).

2.2. Effet du peroxyde d’hydrogéne et I’extrait aqueux du Laurus nobilis sur le profil

lipidique chez les rats wistar.

Les résultats illustrés dans la figure 35 montrent que H>O. augmente le cholestérol
totale, triglycérides, LDL et VLDL et provoque une diminution de HDL. On note aussi qu’il
n’a pas de changement significatif pour le groupe qui a été traité par I’extrait aqueux

uniquement de Laurus nobilis en comparaison au groupe témoin (traité par I’eau distillée).

D’autre part on constate une diminution remarquable du cholestérol totale et du LDL,
accompagnée d’une légere diminution des triglycérides, VLDL chez le groupe traité par une

association de H20> et I’extrait en comparaison avec le groupe traité par H2O- seul.
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Figure 35 : effet du peroxyde d’hydrogéne et I’extrait de laurus nobilis sur le profile lipidique chez
les rats wistar.

a : comparaison entre tous les groupes et le groupe contrdle qui a regu de 1’eau distillée.
b :comparaison entre tous les groupes et le groupe qui a recu le peroxyde d’hydrogéne seul.
(*p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001).

2.3. Effet du peroxyde d’hydrogéne et ’extrait du Laurus nobilis sur les taux sériques

de la créatinine, urée, protéine et albumine chez les rats wistar

Les résultats figurant dans le tableau 23 ont mis en évidence le déreglement des
parametres biochimiques aprés le traitement par le H20>, ce qui se manifeste par une élévation

de la créatinine et I'urée plasmatique, avec une légere diminution de la protéine et de

I’albumine.

Or, le groupe traité par une combinaison du H20z et I’extrait du laurier a pu garder une
certaine stabilité des parametres.
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Tableau 23 : Effet du peroxyde d’hydrogéne et I’extrait de laurus nobilis sur les taux sériques de la

créatinine ; I’urée, la protéine, et ’albumine chez les rats wistar.

Eau distillée Laurus nobilis

Créatinine 0.28+0.021 0.28 £0.026
*%*xb

Urée 24.25+2 .36 23.77+3.26

Protéine 57.50+2.38 56.62+2.86
*%xb

Albumine 30.87+2.25 30.42+2.95
*%xb

H.0,

0.79+0.091

*%x*a

29.25+5.12

39.95+0.82

*%*%a

21.50+2.38

*%*%a

H>O»+ Laurus

nobilis
0.34+0.04

*%%xb

25.45+8.72

50.17+2.18

*%x*a

23.72+3.51

*%a

a :comparaison entre tous les groupes et le groupe contréle qui a recu de 1’cau distillée .
b :comparaison entre tous les groupes et le groupe qui a regu le peroxyde d’hydrogéne seul.

(**p < 0.01; ***p < 0.001).

2.4. Effet du peroxyde d’hydrogéne et extrait du Laurus nobilis sur le tissu hépatique

et rénal.

24.1. Foie

L’analyse de I’examen histologique du tissu hépatique a montré que le peroxyde

d’hydrogene provoque une nécrose hépatocytaire avec dilatation vasculaire. Alors qu’il

n’induit qu’une inflammation (présence de cellules inflammatoires) lors de la co-

administration avec I’extrait aqueux du laurier (figure 36).
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Figure 36 : coupes histologiques du foie des rats Wistar stresseés et non stressés

(a) : foie controle : tissu normal x200 ; (b) : foie de Laurus nobilis : tissu normal x100 ; (c) : foie
H.0, : nécrose hépatocytairex200 ;(d) : foie H,O; : dilatation vasculairex100 ; (e) : foie H.O, +
Laurus nobilis : présence de cellules inflammatoiresx200.

2.4.2. Rein

L’observation des coupes histologiques rénale (figure 37) a permis de déduire que
I’administration de H20> seul induit une inflammation des cellules rénales. Mais lorsque ce
dernier a été administré avec 1’extrait aqueux de laurier, il n’a pas provoqué de modification

histopathologique dans le tissu rénal (aspect normal).
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Figure 37 : coupes histologiques des reins des rats Wistar stresses et non stressés

(a) Rein contrdle : tissu normal x100 ; (b) : Rein de Laurus nobilis : tissu normal x100 ; (c) :
Rein H,0, : présence de cellule inflammatoirex100 ;(d) : Rein H,O, +Laurus nobilis: tissu
normalx100.

I1l. Discussion

Ce travail évalue I’'impact du peroxyde d’hydrogene sur la fonction rénal et hépatique
chez les rats wistars et D’effet protecteur envisagé des extraits aqueux des deux plantes
étudiées a savoire Syzygium aromaticum et Laurus nobilis. En effet, les résultats de ce travail
ont montré que les extraits aqueux de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis avaient un
effet protecteur sur les modifications biochimiques et un effet remédiateur des lésions

histopathologiques induite par le peroxyde d’hydrogéne au niveau du foie et du rein.

Le foie est un organe impliqué dans la biotransformation de médicaments et d’autres
agents hépatotoxiques. Les taux plasmatiques des enzymes hépatiques ALT et AST sont
considérés comme des indices fiables des Iésions et des altérations de la fonction hépatique
[196, 197]. Le lactate déshydrogénase (LDH) joue un r6le primordial dans le cycle
glycolytique de la cellule dont le but est la conservation de 1’énergie stockée. Cette enzyme

est libérée a cause des dommages oxydatifs. Une étude in vivo a démontré que le H2O pris
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dans I’eau de boisson (0.5%) entrainait une augmentation significative de AST, ALT [218].
Le traitement des rats par les extraits aqueux de Syzygium aromaticum et de Laurus nobilis
seul ou en association au peroxyde d’hydrogéne a remarquablement diminu¢ I’intensité de la
toxicité causée par une diminution de ’ALT, AST et LDH en comparaison avec les rats
traités quotidiennement par le H2O> seul. En effet le groupe traité par les extraits de plantes a
montré une hépatoprotection. Plusieurs études ont montre la présence des diverses substances
dans les plantes jouant un rble hépatoprotectrice [199, 200]. Les résultats des études
histologiques ont fourni des preuves pour les analyses biochimiques. La morphologie
tissulaire du foie des groupes traités avec 300 mg/Kg PC des extraits du clou de girofle et du
laurier ont montré des régions portales normales avec voies biliaires, veines et artéres qui ont

réussi a sauvegarder leur architecture hépatique.

L’hypercholestérolémie est étroitement liée au stress oxydatif. Lorsqu’il y’a trop de
cholestérol qui circule dans le sang, il n’est pas utilisé en totalité par les cellules. En effet,
notre étude prouve que le peroxyde d’hydrogene a augmenté les taux du cholestérol totale, des
triglycérides, LDL et VLDL dans le plasma des rats. Une autre étude a montré que
I’administration de H2O> (0.1%) mélangé a I’ecau de boisson aux rats pendant un traitement de
25 semaines a entrainé une augmentation des taux de malondialdéhyde, de 1’activation de la
catalase, de la superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase dans les organes [221].
Les résultats ont montré que le profile lipidique a connu des changements favorables apres la
supplémentation des extraits des deux plantes étudiées, le cholestérol total, les triglycérides,
LDL et VLDL ont significativement diminué. L’augmentation du profile lipidique chez les
rats stresses par H2O> est due probablement a la permeabilité de la membrane cellulaire, et au

dysfonctionnement hépatique [202, 203].

Le foie est le seul site de synthése d’albumine en quantité incomparable par rapport
aux autres organes. C’est un moyen utile pour I’indication de la fonction hépatique [204, 205].
Dans cette recherche, le peroxyde d’hydrogeéne a provoqué une diminution significative de
I’albumine et des protéines totales plasmatiques chez les rats stressés et qui présentent une
hépatotoxicité, ces résultats sont en accord avec ceux de Nita et Grzybowski [226]. La
diminution remarquable de ces protéines est due a la réduction des cellules hépatiques suite a
une nécrose [227]. Mais pour les groupes traités par les extraits aqueux des plantes on

remarque un rétablissement des taux plasmatiques de protéines et d’albumine.

La créatinine et I’'urée sont des biomarqueurs plasmatiques de la fonction rénale et

sont aussi des produits métaboliques que les reins éliminent de la circulation pour éviter leur
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accumulation. L’augmentation des taux plasmatiques de ces biomarqueurs est considérée

comme un indicateur de la perturbation de la fonction rénale.

Dans la présente étude, nous avons constaté 1’atteinte rénale induite par le peroxyde
d’hydrogene, cette néphrotoxicité est traduite par des taux élevés de la créatinine et de 1’urée.
La co-administration des extraits de plante et le H20> a significativement diminuer les taux
des parametres biochimiques analysés, et par conséquent ces extraits protegent efficacement
contre la néphrotoxicité induite par le peroxyde d’hydrogene. Cette néphroprotection garantie
grace aux substances présentes dans les extraits aqueux des deux plantes et qui protégent le
tissu rénal des dommages oxydatifs provoqués par H2O., a eté confirmée par des examens

histologiques. Ces résultats sont en accord avec les résultats d’autres études [217, 228].
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Conclusion générale et

erspect’u\/es

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées par ’Homme depuis 1’antiquité
pour se soigner, se guérir et se prévenir de différentes maladies. Selon I’organisation mondiale
de la santé, plus de 80% de la population mondiale dépendent encore de la médecine

traditionnelle pour se guerir.

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires que les plantes synthétisent en
vue de défendre et de se protéger des agents extérieurs. Elles sont constituées d’'un mélange
de substances aromatiques dont la composition chimique est complexe, cette mixture de
molécules bioactives leur procure une grande importance et utilité dans divers domaines a
savoir pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique vue leurs propriétés antibactériennes et
antioxydantes tres intéressantes. Plusieurs études scientifiques se sont focalisées sur les
propriétés biologiques des plantes aromatiques et médicinales dans le but de développer de

nouveaux médicaments vue leurs richesses en composés phénoliques et flavonoides.

De ce fait, la présente thése s’inscrit dans le cadre de la valorisation des ressources
végétales notamment de Laurus nobilis et de Syzygium aromaticum par le biais de la
détermination de leur composition chimique, et 1’évaluation de leur activité antibactérienne et
antioxydante par le biais de I’exploration des extraits aqueux chez le rat wistar afin d’évaluer
leurs effets diurétiques et les tester contre le stress oxydatif induit par le peroxyde

d’hydrogene.

Les huiles essentielles des deux plantes étudiées sont extraites par la méthode
d’hydrodistillation. Leurs compositions chimiques ont ét¢ déterminées par la méthode de
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CG/SM). Les
résultats de ’analyse chromatographique a permis I’identification de quatre composés

représentant plus de 99. 28% de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum dont 1’eugenol est
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le composé majeur (87.03%) suivi de I’acétate d’eugenyl (11.25%) et de deux composés

minoritaires représentant moins de 2%.

Alors que I’huile essentielle de Laurus nobilis est constituee de vingt-huit composés,
dont six composés majeurs : 1,8-cinéole (26.76%), 1-a-pinene (8.63%), linalool (7.78%), 2-
caréne (7.81%), a-terpineol (6.94%) et eugenyl methyl éther (6.63%).

L’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles a été réalisée par la
technique de diffusion des disques sur milieu solide de cing souches qui causent les infections
nosocomiales néonatales. Les résultats ont montré que toutes les souches bactériennes ont été
sensibles aux huiles essentielles avec des diamétres d’inhibition importants et des CMI de
3.75 pg/ ml et de 11.25 pg/ ml pour huile essentielle de Syzygium aromaticum et pour Laurus

nobilis respectivement.

En outre, I’activité antioxydante des huiles essentielles de Syzygium aromaticum et
Laurus nobilis a confirmé les propriétés de piégeage de radicaux libres de différents oxydants.
Les extraits des deux plantes sont riches en phénols et flavonoides totaux qui différent d’un

extrait a I’autres ce qui les dote d’une puissante activité antioxydante.

L’¢étude pharmacologique s’est faite sur deux parties. Le premier volet de I’étude in
vivo a été effectué en évaluant I’effet diurétique des extraits aqueux du Syzygium aromaticum
et du Laurus nobilis séparément. Les résultats ont démontré que les extraits aqueux des deux
plantes ont augmenté I’excrétion urinaire avec amélioration des taux des électrolytes urinaire
et sans aucun changement dans I’anatomie tissulaire rénale chez les rats wistar, en les
comparants avec des rats traités avec du furosémide qui est un médicament diurétique de

référence.

Le deuxieme volet de I’étude in vivo est I’étude de I’effet protecteur des extraits
aqueux des deux plantes contre le stress oxydatif induit par le peroxyde d’hydrogene.
L’administration quotidienne de ce dernier a une dose de 10 ml/Kg PC pendant 15 jours de
traitement a provoqué chez les rats wistar une néphro-hépathotoxicité. Cependant, la co-
administration de I’extrait aqueux des plantes a une dose de 300 mg/Kg PC pendant 12jours a
permis le rétablissement des rats vis-vis du H20., avec une amélioration des enzymes
hépatiques (AST, ALT et LDH), ainsi qu’une amélioration des parametres plasmatiques tels
que la créatinine, les protéines, urée qui témoignent du bon fonctionnement rénal. Cette

amélioration ou protection contre la néphro-hépathotoxicité est justifiée par des analyses
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histopathologiques des reins et foies des rats stressés et traités par les extraits de plantes en les

comparants avec les rats témoins qui n’ont recu que de ’eau distillée.

Enfin, nos résultats prouvent que les huiles essentielles et les extraits de Syzygium
aromaticum et Laurus nobilis sont doués d’activité biologique trés remarquables. En effet il
est possible de les utiliser en thérapie en tant qu’alternative naturelle au agents

chimiothérapeutiques.

En perspective, d’autres recherches sont nécessaires pour compléter ce travail,
notamment la HPLC pour identifier les molécules existant dans les extraits aqueux des deux
plantes et 1’isolement et la purification des molécules bioactives qui contenues dans ces huiles

essentielles.

Les résultats concernant la combinaison des huiles essentielles avec d’autres agents
antibactériens demeurent prometteurs, et pourraient servir de base pour des études ultérieures
afin de proposer son utilisation en tant qu’agents antimicrobiens alternatifs par 1’élaboration
de nouvelles formulations pharmaceutiques a base de ce mélange pour traiter les infections et

pour désinfecter I’atmospheére des établissements de santé.
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Figure 41 : Gamme d'étalonnage du Rutin pour dosage des flavonoides totaux






