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Résumé :

Objectifs : Les taux d’hémoglobines glyquées (Glycated Haemoglobin Levels - GHL) d’échantillons sanguins de rats
Wistar normoglycémiques présentent une différence dose-dépendante entre des groupes témoins et des groupes
respirant des extraits peroxydés d’huile essentielle de térébenthine. Ces extraits permettent d’optimiser la présence de
I’oxygene au niveau cellulaire, pendant et apres la session respiratoire. Plus les rats respirent le nébulisat d’huile
essentielle peroxydée, plus leur GHL est bas. Cette étude a pour but de vérifier, sur des échantillons sanguins ex-vivo,
I’impact des terpenes peroxydés sur les GHL. Matériel et méthodes : Les globules rouges sont séparés du plasma par
centrifugation. Les échantillons plasmatiques sont traités par du nébulisat d’huile essentielle de térébenthine (peroxydée
et non peroxydée) ou sont non traités pour les groupes témoins. Ils sont ensuite mis en présence des globules rouges
lavés, trois heures avant ’estimation du taux des hémoglobines glyquées. La méthode d’évaluation utilisée est celle de
Habeed. Résultats : les expériences ex-vivo démontrent que les terpénes peroxydés réduisent les GHL aprés une
incubation de trois heures. Les mémes résultats sont obtenus avec les terpenes oxydés. Par contre, les témoins et les
échantillons sanguins trait€s avec une huile essentielle usagée montrent des résultats opposés. Conclusion : une
oxygénation optimale, particulierement quand elle est générée par les éléments peroxydés les plus volatils d’une huile
essentielle de térébenthine, peuvent protéger les organismes (Mammiferes dans cette étude) de la glycation des
protéines. Une oxygénation améliorée peut également réduire les GHL d’échantillons sanguins traités, apres trois heures
d’incubation.

Mots-clefs :
Bol d’Air Jacquier®, terpenes peroxydés, hémoglobines glyquées, oxygene.

INTRODUCTION

L appareil “Bol d’Air Jacquier®” génere des
terpenes volatils peroxydés extrait d’une huile
essentielle biologique de térébenthine (extrait
naturel de pinaster). Ces terpenes
peroxydés sont inhalés puis pris en charge par
I’hémoglobine. Le groupe instable composé par
I’hémoglobine, le pinene et I’oxygene, est capable
d’améliorer la libération de cet oxygene au niveau

Pinus

cellulaire, plus efficacement que 1’hémoglobine
elle-méme [1, 2]. Lors de précédentes études
concernant capacité
antiradicalaire de I’appareil [2, 3], et du fait que
les protéines glyquées génerent des radicaux libres

I’évaluation de la
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nous avons été amenés a évaluer :

- le taux des hémoglobines glyquées dans le sang
des rats testés,

- 'impact des éléments volatils de Pinus pinaster
peroxydés et non peroxydés sur des échantillons
sanguins ex-vivo, a partir d’échantillons différents
d’huile essentielle de térébenthine (huile neuve,
vieillie/oxydée et usagée).

MATERIEL ET METHODES

Evaluation du taux d’hémoglobines glyquées
dans le sang des rats
Des rats Wistar, issus de 1’élevage Dépré (F-18230

Saint Doulchard), sont répartis en trois séries et
gardés par groupe de 4 a 6 dans une salle
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d’élevage (alternance lumiere/obscurité de 12
heures, température moyenne de 24°C et
humidité moyenne de 60 %). Les rats ont une
nourriture standard, adaptée aux rongeurs de
laboratoire (Lab-blocks, de Scientific Animal
Food & Engineering (SAFE) F-89290 AUGY). La
nourriture et l’eau leur sont accessibles en
permanence. Les taux de vitamines et de sels
minéraux sont conformes a leurs besoins
standards [4].

Nous avons suivi les principes généraux pour le
soin et 1’utilisation des animaux de laboratoire,
conformément aux recommandations du Conseil
de la Communauté Européenne [5].

Les rats bénéficient de sessions respiratoires de 3,
6 ou 9 minutes, variant d’une session pour deux
semaines a trois sessions par semaine. Les rats
“peroxydés” respirent pendant 3, 6 ou 9 minutes
le nébulisat issu de ’appareil Bol d’Air® (ils
respirent des terpenes peroxydés, c’est-a-dire la
partie volatile transformée d’une huile essentielle
de térébenthine issue de I’arbre Pinus pinaster).
Les rats “témoins” respirent 3, 6 ou 9 minutes de
vapeur d’eau ; les rats “non-peroxydés” respirent
pendant 6 minutes les terpenes volatils de Pinus
pinaster sans transformation.

Taux des hémoglobines glyquées des

échantillons sanguins

Les échantillons sanguins concernant les
expérimentations ex-vivo ont été donnés par le
groupe vétérinaire de F-Marcigny. Le plasma est
obtenu par centrifugation a faible vitesse (1600 g
pendant 10 min). Les globules rouges sont lavés
dans du tampon KRL (300 mosm/l). Les plasmas
sont dilués avec du tampon KRL (300 mosm/1, v:v
1:12) et traités (ou non traités en ce qui concerne
les plasmas témoins) pendant 3 minutes.

Les globules rouges lavés sont mis en présence,
trois heures avant [I’évaluation, avec les
échantillons de plasma non traités (témoins) et
traités (c’est-a-dire des échantillons dans lesquels
ont barboté des extraits volatils peroxydés et non
peroxydés de I’huile essentielle de térébenthine ;
ces nébulisats sont générés par 1’appareil Bol
d’Air®).

La glycation de la protéine hémoglobine est
quantifiée par la mesure du pourcentage des
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résidus aminoacides libres des protéines (TNBS
assay) selon la méthode de Habeed [6].

Les analyses statistiques sont pratiquées a 1’aide
du logiciel Statistica 5® (Statsoft, Tulsa, OK,
USA). Les données obtenues sont présentées sous
forme de moyennes avec leurs écart-types (+ SD).
Les tests statistiques utilisés sont les tests Anova
Manova a une ou plusieurs variances. Une
différence entre les groupes < 0.05 est considérée
comme significative.

RESULTATS

Tout d’abord (voir Fig. 1), nous observons un taux
d’hémoglobines glyquées inférieur chez les rats
Wistar traités, par rapport aux groupes témoins, de
maniere dose-dépendante. De fait, plus les rats
respirent le nébulisat Bol d’Air®, plus leur taux
d’hémoglobines glyquées est faible.

.
Iavenne pour l2s trois sériss de rats Wistar

O rats t2maoins S-min

O rats témeins 3-min W =tz t2mzing S-min

@ rats peroxydés 2-min O rats peroxydeds S-min

Trois séries de rats males Wistar bénéficient de 3, 6 ou 9
minutes de sessions respiratoires (vapeur d’eau pour les
témoins, terpénes peroxydés et non-peroxydés pour les autres
séries). En ce qui concerne I’analyse statistique (Anova
Manova a une ou plusieurs variances), une probabilité de p <
0.05 est considérée comme statistiquement significative. Les
valeurs représentent les moyennes des groupes + SD (écart-
types). Série des rats 3 min : groupe contrdle = 21.2 + 8 ;
groupe peroxydé =20.1 +7 ; p =0.7; n = 4/groupe, avec 5
essais différents. Série des rats 6 min : groupe contrdle = 23.4
+ 5 ; groupe non peroxydé = 21.5 + 7 ; groupe peroxydé =
21.2 +5; p=0.16; n = 6/groupe, avec 6 essais différents.
Série des rats 9 min : groupe controle = 21.7 + 6 ; groupe
peroxydé =17.1 +8 ; p=0.059 ; n = 5/groupe, avec 5 essais
différents.

Fig. 1. Niveau moyen des hémoglobines glyquées pour
les trois séries de rats Wistar
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A partir de sang de Bovidés, des globules rouges lavés sont
incubés trois heures avant 1’évaluation dans du plasma non
traité (témoin) et du plasma dans lequel des extraits volatils
peroxydés et non-peroxydés issus d’une huile essentielle de
térébenthine biologique ont barboté pendant trois minutes.
L’huile essentielle de térébenthine était récemment fabriquée
par hydrodistillation. Les valeurs représentent les moyennes
des groupes + SD (écart-types) ; n = 3 pour le plasma
témoin, n = 3 pour les terpenes non-peroxydés et n = 6 pour
le plasma peroxydé. p < 0.05 pour le plasma peroxydé versus
les plasmas témoins et non-peroxydés.

Fig. 2. Niveau moyen des hémoglobines glyquées pour
le sang de Bovidés — Premiere étude

En ce qui concerne les tests ex-vivo (voir Fig. 2),
nous obtenons un GHL significativement réduit
avec un plasma traité aux terpenes peroxydés
versus les plasmas témoins et traités aux terpenes
non peroxydés.
Dans ce cas, l'huile essentielle utilisée est
récemment obtenue par hydrodistillation de la

résine de pin.

Une autre incubation de trois heures entre des
hémoglobines et des plasmas (voir Fig. 3) donne
des résultats différents.

Dans ce cas,
significative du taux de GHL pour les plasmas

nous obtenons une réduction

peroxydés et non peroxydés versus le plasma
témoin. L’huile essentielle de térébenthine utilisée
provenait d’une bouteille entamée de moitié,
fermée depuis plusieurs années. En d’autres
termes, I'huile riche en terpeénes utilisée était
oxydée.

Aucune différence entre les trois échantillons
n’est observée dans la Fig. 4. Dans ce cas, ’huile
utilisée était usagée, c’est-a-dire qu’elle avait

U Plasma contral @ Plasma non-percxyds

A partir de sang de Mammiferes, des globules rouges lavés
sont incubés trois heures avant 1’évaluation dans du plasma
non traité (témoin) et du plasma dans lequel des extraits
volatils peroxydés et non-peroxydés issus d’une huile
essentielle de térébenthine biologique ont barboté pendant
trois minutes. L'huile essentielle de térébenthine provenait
d’une bouteille entamée de moitié, fermée depuis plusieurs
années. Les valeurs représentent les moyennes des groupes +
SD (écart-types) ; n = 4 pour le plasma témoin, n = 4 pour les
terpenes non-peroxydés et n = 6 pour le plasma peroxydé.

p < 0.05 pour le plasma peroxydé et non peroxydé versus le
plasma témoin.

Fig. 3. Niveau moyen des hémoglobines glyquées pour
le sang de Mammiferes — Deuxieme étude

perdu une grande partie de ses composants volatils
(une analyse de laboratoire [2] démontre que ces
composants volatils sont des alpha- et des béta-
pinenes).

A partir de ces observations, trois conclusions :

1. Puisque les liquides terpéniques récents et
oxydés agissent positivement sur la
glycation des protéines alors que 1’huile
usagée n’agit pas, nous pouvons dire que
la capacit¢ de I’huile essentielle de
térébenthine a améliorer 1’oxygénation
cellulaire est due & ses composés les plus
volatils.

2. Puisque les liquides terpéniques récents et
oxydés agissent positivement sur la
glycation des protéines et que ['huile
usagée n’agit pas, nous pouvons en
déduire que c’est I’oxygene qui est I’agent
qui s’oppose a la glycation des

hémoglobines.

IJOMEH 2011;24(1)
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3. Pour les mémes raisons, il apparait que
I’oxygene est également 1’agent permettant la
réduction du taux des hémoglobines glyquées.

0 Plasms centrel [ Plasms non-peroaydd @ Blazma oerouyds

A partir de sang de Mammiferes, des globules rouges lavés
sont incubés trois heures avant 1’évaluation dans du plasma
non traité (témoin) et du plasma dans lequel des extraits
volatils peroxydés et non-peroxydés issus d’une huile
essentielle de térébenthine biologique ont barboté pendant
trois minutes. L’huile essentielle de térébenthine était usagée.
Les valeurs représentent les moyennes des groupes + SD
(écart-types) ; n = 3 pour chaque groupe ; il n’existe aucune
différence statistiquement significative entre les groupes.

Fig. 4. Niveau moyen des hémoglobines glyquées pour
le sang de Mammiferes — Troisieme étude

DISCUSSION

L’huile essentielle de térébenthine : un joker
anti-age

Apres le nickel, les parfums sont les substances
allergisantes les plus répandues au monde [7].
Cette propriété est liée au fait que la majorité des
huiles essentielles sont sensibles a I’oxydation [8].
Cependant, dans certains cas, comme pour 1’huile
essentielle de  Chaulmoogra [9] — et celle de
térébenthine — le vieillissement/oxydation rend le
coefficient thérapeutique de ces produits tres
favorable (pour ceux qui travaillent sur ces huiles,
le vieillissement implique I’oxydation) [10]. La
capacit¢ de la térébenthine a capturer puis
redonner de I’oxygene est connue depuis les
travaux de Berthelot [11]. Cette huile essentielle
est ainsi capable d’améliorer le taux de saturation
de I’HbO, [12] et de la PaO, [13]. Cette capacité a
été confirmée par les travaux de Mercier et al. a
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I’aide de I’appareil Bol d’Air Jacquier® (ou la
partie volatile de la térébenthine peroxydée a pour
but de lutter contre I’hypoxie cellulaire). La
particularité unique des sessions respiratoires Bol
d’Air® est de maintenir un niveau légerement
plus élevé d’oxygene au niveau cellulaire, non
seulement pendant les séances de respiration, mais
aussi apres 1’arrét de ces sessions [2, 3].

Puisque les liquides terpéniques récents et oxydés
agissent positivement alors que 1’huile usagée
n’agit pas, nous pouvons en déduire que
I’amélioration de la capacité d oxygénation
cellulaire est due aux composants les plus volatils
de I’huile essentielle (i.e. a la capacité des alpha-
et béta pinenes a se peroxyder).

Dans tous les cas, l’amélioration du taux
d’oxygene agit positivement sur la glycation des
protéines, que ce soit chez les rats ou dans les
échantillons sanguins.

Il existe une relation connue entre le diabete et
I’hypoxie [14]. Cependant, nos expériences
mettent en évidence pour la premiere fois (pour
autant que nous le sachions) une relation directe
entre l'oxygéne et un taux inférieur
d’hémoglobines glyquées, aussi bien chez des
organismes que lors d’expérimentations ex-vivo.
Respirer des alpha-pinenes (i.e. le composant
majoritaire du nébulisat) peut également soutenir
un traitement antidiabétique (la plante Nigella
sativa, capable de régénérer partiellement les
cellules B des flots de Langerhans, posséde en
effet ces éléments dans sa composition [15]).
Enfin, respirer cette vapeur peroxydée améliore
I’oxygénation cellulaire et contribue également a
la prévention des dommages radicalaires (études
faites sur des Mammiferes en bonne santé) [2, 3].

L’importance de la réduction du taux de
protéines glyquées

La glycation est une association pathologique
dans I’organisme entre le glucose et les protéines.
Elle engendre un changement de forme de la
protéine, et, en conséquence, une perte de fonction
[16]. Ces protéines non-fonctionnelles, connues
sous le nom d’AGEs (Advanced Glycation End
Products) sont a l’origine d’un grand nombre
d’effets organiques indésirables. En premier lieu,

la réactivité chimique des protéines glyquées



augmente [17], ce qui génere un stress oxydatif
majeur. Par exemple, une injection intraveineuse
de ces protéines anormales chez des rats de
laboratoire en bonne santé accroit de manicre
spectaculaire taux de cytokines pro-
inflammatoires, rappelant 1’état inflammatoire
ordinairement présent chez les rats agés ou
diabétiques [18]. Second point, ces produits
dégradent le tissu organique en modifiant la
structure et la fonction des membranes cellulaires

leurs

[19]. Ne pouvant jouer leur role, les protéines
anormales limitent les fonctions membranaires
comme la fluidité, la conduction chimique, la
régulation des fluides et des électrolytes [20].
Quand des protéines structurelles comme le
collagene sont atteintes, elles contribuent a la
perte de I’élasticité et de la jeunesse de la peau et
a [Daffaiblissement de la paroi des vaisseaux,
contribuant au manque de fermeté d’un visage.
S’y ajoute une augmentation du temps de
cicatrisation, une sensibilité accrue aux infections,
I’affaiblissement de la fonction rénale ou encore le
risque de cataracte [21]. Quand ce sont les
protéines qui forment les
intracellulaires qui sont touchées par ce
phénomene, la cellule perd sa capacité de

structures

transmission des signaux chimiques, détériorant
de nombreuses fonctions cellulaires. Ces pertes de
fonctions cellulaires, pouvant amener la mort
cellulaire et spécialement dans les tissus nerveux,
contribuent a l’installation de  maladies
neurodégénératives comme 1’Alzheimer [22]. Le
taux de protéines glyquées est un facteur
significatif de la mortalité. Le
particulier, génere des dommages dans les tissus
en accélérant le processus de glycation. Chez les
patients atteints de diabete de type 2, I’Age est un
facteur aggravant. La glycation est I’'un des plus
importants facteurs a 1’origine de 1’accélération du
vieillissement. Il existe une relation frappante
entre les complications dues au diabete et les
changements négatifs de

vieillissement [23-25].

diabete, en

santé dus au

CONCLUSION

Pour toutes ces raisons, développer une méthode
apte a éliminer les protéines glyquées tend a agir

sur un des mécanismes du vieillissement. C’est
aussi un pas en direction d’un complément de
traitement efficace pour les diabétiques.

Plusieurs méthodes existent pour ralentir le
processus toxique de glycation. Par exemple, des
études scientifiques mettent en évidence I’impact
de la pyridoxamine (vitamine B6) dans la
prévention des maladies chroniques ou pour
limiter leur progression. Cette vitamine est
efficace quand les dommages générés par les
maladies sont dus a la glycation : problémes reliés
a l’dge comme le plissement de la peau,
I’athérosclérose, I'inflammation chronique, la
dysfonction rénale, les complications liées au
diabete et la maladie d’ Alzheimer [26].

Cependant, rien ne peut completement arréter la
glycation ou réduire le taux de protéines glyquées
présentes. Nous espérons que 1’utilisation d’une
bonne oxygénation pourra €tre bénéfique (en
complément d’autres méthodes, antidiabétiques ou
curatives), méme si cela peut sembler, tout

simplement un “Back to basics”.
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