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RESUME

La Germandrée (Teucrium polium) est couramment utilisée comme plante meédicinale en
Algérie contre une variété de pathologies humaines. La présente étude vise a évaluer les effets
antioxydant, anti-hémolytique, anti-hyperuricémique, anti-inflammatoire et toxique de
I'extrait méthanolique de T. polium de (Teucrium polium methanolic extract : TPME). Les
activités antioxydantes ont été évaluées in vivo ou le TPME n’a pas montré un effet protecteur
net contre le stress oxydatif dans les érythrocytes. L'ensemble du systeme de défense
antioxydant ne semble pas étre amélioré dans le plasma (tests FRAP et DPPH). La capacité
protectrice des globules rouges a été déterminée en utilisant la cinétique de I'hnémolyse par la
détermination du temps de demi-vie de I’hémolyse (HTsp) qui était de 179.6+ 10.53 min
et pour le groupe Vit C et le témoin est de 158.2 + 3.85 et 146.5 £ 1.78 min, respectivement.
Le TPME, administré par voie intrapéritonéale avec la dose de 50 mg / kg souris Swiss albino
hyperuricémiantes induit par I’oxonate de potassium a causé une diminution du taux d'acide
urique sérique (3.3 = 0.18 mg/l) par rapport au groupe qui a recu 1’oxonate de potassium OP
(6.33 £ 0.46 mg/l). L’évaluation du taux de la créatinine et de 'urée apres le traitement avec
l'extrait de la plante est normale avec absence de dommages rénaux. L'effet anti-
inflammatoire du TPME in vivo (100 mg / kg de poids corporel) réduit 1'eedéme de 1'oreille
induit par l'acétate de phorbolmyristate (PMA) mais avec un degré d’activité anti-
inflammatoire modéré (1% = 18.46 + 1.59 %) comparé au diclofénac utilisé comme
médicament de référence (1% = 38.84 £ 1.87 %). L’¢tude de la toxicit¢ du TPME a été
effectuée sur des souris Swiss albino des deux sexes. Les paramétres biochimiques, la
morphologie et I'histopathologie des organes ont été étudiés. Le TPME a montré une DLsg
égale a 442.81 et 686.77 mg/kg de poids corporel chez des souris males et femelles,
respectivement. Le traitement aigu pendant 7 jours avec une dose de 100 mg/kg n'a pas
montré de différence dans le poids corporel, la masse relative et les paramétres biochimiques
sanguins. Par contre, I'examen histopathologique a révélé une congestion modérée dans les
reins et un infiltrat inflammatoire dans le foie. L'effet chronique (30 jours) avec les doses de
50 et 75 mg de TPME / kg a entrainé une augmentation significative des parametres de la
fonction rénale (urée) et hépatique (aspartate aminotransférase et alanine aminotransférase),
accompagnée d'une diminution du taux de cholestérol total a environ 73-77% et 78-79% avec
les deux doses étudiées, respectivement. L'examen histopathologique a confirmé les analyses
biochimiques par I'observation de zones de nécrose, ballonisation dégénérescente et péliose
dans des sections du foie et une remarquable congestion vasculaire des reins chez les deux
sexes. En conclusion, Teucrium polium posséde un pouvoir pharmacologique, qui soutient son
utilisation en medecine traditionnelle. Cependant, son administration prolongée peut
provoquer des dommages hépatotoxiques et néphrotoxiques.

Mots-clés: Teucrium polium, anti-inflammatoire, antioxydant, DLso, DPPH, FRAP,
hémolyse, hyperuricémie, parametres biochimiques, toxicité.



Abstract

The Germander (Teucrium polium) is commonly used as a medicinal plant in Algeria against
a variety of human diseases. This study aims to evaluate the antioxidant, anti-hemolytic, anti-
hyperuricemic, anti-inflammatory and toxic effects of the methanol extract of T. polium
(Teucrium polium methanolic extract: TPME). Antioxidant activities were evaluated in vivo
where the TPME didn’t show a clear protective effect against oxidative stress in erythrocytes.
Across antioxidant defense system did not appear to be improved in the plasma (FRAP and
DPPH test). The protective capacity of red blood cells was determined using the kinetics of
hemolysis by determining the half-life of hemolysis (HTso) which was 179.6 + 10.53 min for
Vit C group and 158.2 + 3.85 and 146.5 + 1.78 min for the control, respectively. The TPME,
administered intraperitoneally with a dose of 50 mg / kg to Swiss albino mice was induced
hyperuricemia by potassium oxonate caused a decrease in serum uric acid levels (3.3 + 0.18
mg/l) compared to group treated with potassium oxonate OP (6.33 + 0.46 mg / I). The
evaluation of the rate of creatinine and urea after treatment with the plant extract is normal
with no kidney damage. The in vivo anti-inflammatory effect of TPME (100 mg / kg body
weight) reduced the ear edema induced by phorbolmyristate acetate (PMA) but with a
moderate degree of anti-inflammatory activity (I % = 18.46 £ 1.59%) compared to diclofenac
drug (1% = 38.84 + 1.87%). The study of the toxicity of TPME was performed on Swiss
albino mice of both sexes. Biochemical parameters, morphology and histopathology of the
organs were studied. The LDso of TPME was 442.81 and 686.77 mg / kg body weight in male
and female mice, respectively. Acute treatment for 7 days with a dose of 100 mg / kg showed
no difference in the body weight, the relative mass and blood biochemical parameters. By
cons, histopathological examination revealed moderate congestion in the kidneys and an
inflammatory infiltrate in the liver. The chronic effect (30 days) with doses of 50 and 75 mg
of TPME/kg resulted in a significant increase of the parameters of renal function (urea) and
liver (aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase), accompanied by a decrease of
the cholesterol with both doses studied to 73-77% and 78-79%, respectively.
Histopathological examination confirmed the biochemical analysis by observing areas of
necrosis, ballooning, degenerative and peliosis in liver sections and remarkable vascular
congestion of the kidneys in both sexes. In conclusion, Teucrium polium has a
pharmacological power that supports its use in traditional medicine. However, its prolonged

administration may cause nephrotoxic and hepatotoxic damages

Keywords: Teucrium polium, anti-inflammatory, antioxidant, LDs;, DPPH, FRAP,
hemolysis, hyperuricemia, biochemical parameters, toxicity.



uaila)

o2 e & il (al V) dallae 8 dda 4908 5 S Aleains (Teucrium polium) saealdl &4y
adll 8 L) sall (mes dasilg aall A 5 520D Baliaall ol i) i ) Al jall sda Caags
(8 328D Sl Ll i &5 (TPME) sasad) &6l gilinall aliiaal) dpan 1385 calgdll
@) s Al s 2SN dgal) (e o jaall pall il K3 85 L8l gl paliiual daxy ol 5 (Al
A8 gl 5l wast &5 (DPPH 5 FRAP (sUbia)) LBl (8 3083 saliaall Aaaid (o
179.6 £ O A (HTsp) ped) cinad (pay ppaihy Lelllaf 48 ja e dlaie Yl ol jaall &y SI
e | C ol 01465 + 1,78 5 Jsiliall aliiual 31582 + 3.85 5 walill 4l 210,53
bbb gy i o G A e gl bl o) yuill 48/ ale 50 de e @il Jals TPME o8a
bl sl) s il shae alias) (A Cud ca gl sall VLS 5 Ao g0 Laal aall el ) g0 iaes
(J/ ¢ 6.33 10.46)a sl sl VLS s dallaall A ganally & 5lia (J/ 03.3 £ 0.18) Josaall
Ll ASI li 3 ga g ot aeTPME  (aliioalls Aallaad) 2oy Ll )l 5 (i SU Jana oS
Rady aiad Gl (el 05 (0 &S/ & 100) TPME  Jlaniuly all & el sladll il
e ( 91.59+18.46 = %I ) «(PMA) phorbolmyristate <Sa e aalill 3!
e Al s al den e (91,87 £ 38.84 = % 1) (o2 e gmineS padiusall el 5l
At sl Jal g2l Al po Cadiy Gpuiall e A sl slanll )l e TPME  dses
J & slmn LDsg O TPMEJ @ 5k i Jl Cosebls elaed i jall ooy il 5 L 51 68 5 sall
100 4e s a1 7 sadd salall dsllaall | sl e GY1 5 83 die 48/ ke 686.775 442.81
(Sall e 3 el Lilias gul) Jal gadl 5 Appuaill AL 5 camaal) ()55 (8 SN (51 el ol 4S/ s
30) el il (sl 28l 8 Ll alii ) 5 S 8 LilEia) 3 g g AaniDU m jall e 3l
2S5 (Losall) ST Adda g il pine (A3 08 830 ) (M) &S/ TPME @« 75 550 Osie b (Lo
il s8I 8 mless) Ll ¢(alanine aminotransférase <aspartate aminotransférase )
O e sl Jilaill AssV) (and ST s il e <0679 =785 %77 -73 ) de s US e
& ST A gaall A W) laia) 5 28l ALl 8 gl 5 ) gai ol Il ¢ Al 3lalia ddaadle JDA
B lly gy oadill il Lealadind ae x5 40 50 5,08 saeal) 435 Gl QLAY 8 aiall OIS
A g S ez Ay sl ol 58l Led 5l

«DPPH <LDs 3ausY) Glabcaa g «llgl™W 3aliadll <Teucrium polium ;L)AU\AAM LAPA(N]
I\_)M ¢ LJLIA.IS):\JM QLuL\sS\ ceﬂ\ d—i)ﬁ um.k)ﬁ ceﬂ\ sl (FRAP



Liste des abbréviations

AINS :
AIS:
AU:
AAPH :
BHT:
CAT:
Chol T :
COX:
CNTL :
Créat :
CYP:
CYP3A4 :
DLsg:
DPPH :
DMSO:
EQ:
ER:
EqAG:
ERA:
FRAP :
Glu:
GPx :
GR:
GSH :
GSSG:
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1Cs:

iINOS :
LOO:
NOS :
O.MsS:
PAL :

Anti-inflammatoires non stéroidiens
Anti-inflammatoires stéroidiens
Acide urique

2,2'-az0-bis (2-amidinopropane)
Butylatedhydroxytoluene
Catalase

Cholesteérol total

Cyclooxygénase

Control

Créatine

Cytochrome Pyso

Cytochrome P4s0 3A4

Dose létale 50
2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl
Dimethyle sulfoxyde

Equivalent quercétine

Equivalent rutine

Equivalent acide gallique
Especes réactives d’azote

Ferric Reducing Antioxidant Power
Glucose

Glutathion peroxydase
Glutathion réductase

Glutathion réduit

Glutathion disulfure

Temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrocytes
Concentration inhibitrice de 50 %
Intrapéritonéale

inductible nitric oxyde synthase
Lipidique peroxyle

Nitric Oxyde synthase
Organisation mondiale de santé
Phosphatase alcaline



PNNSs :
RL :
RNS :
RO’ :
ROO:

ROOH :

ROS :
SEM :
SD:

SOD :

t-BHP

TGP :

TPME :

UI/L :
XO:
XOR:

Polynucléaires neutrophiles
Radical libre

Reactive nitrogen species

Radical alkoxyle

Radical peroxyle

Peroxyde organique

Especes réactives de I'oxygene
Erreur standard de la moyenne
Standard déviation

Superoxyde dismutase

tert-butyle hydroperoxyde
Transaminase Glutamate Pyruvate
Teucrium polium methanolic extract
Unité internationale par litre
Xanthine oxydase

Xanthine oxydoréductase
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L’ancienne «mati¢re médicale», qui répertoriait les végétaux dans leurs aspects
thérapeutiques, a d’ailleurs maintenant pris le nom, plus scientifique, de «pharmacognosie».
Les plantes médicinales constituent une alternative idéale aux médicaments chimiques ou
specialités trop chers a fabriquer ou a acheter pour les pays en voie de développement.
Aujourd’hui, en Algérie, comme partout en Afrique on constate que les populations face au
probléme des colits et/ou d’accessibilit¢ des spécialités notamment en zone rurale, se
retournent de plus en plus vers les pharmacies traditionnelles et les tradipraticiens

(herboristes), (Bruneton, 1999).

Selon I’organisation mondiale de la santé (O.M.S); la médecine traditionnelle se définit
comme [’ensemble de toutes les connaissances pratiques explicables ou non pour
diagnostiquer ou éliminer un déséquilibre physique, mental en s’appuyant exclusivement sur
I’expérience vécue et 1’observation, transmises de génération en génération (oralement ou par
écrit), (Goulle et al., 2004). La valorisation scientifique de la médecine traditionnelle doit
conduire notamment a la mise au point de médicaments a base de plantes. Les mots clés, dans

ce domaine, doivent étre : efficacité, qualité et sécurité (Barnes et al., 2007).

Les plantes consommées comme medicaments ou compléments alimentaires
bénéficient de I'image d'une médecine douce car naturelle. 1l faut pourtant étre vigilant quant
aux effets secondaires potentiels engendrés par ces thérapies. En réalité, la nature abrite toute
une série de plantes toxiques, comprenant des plantes vénéneuses et hallucinogénes, capables
de provoquer des symptdbmes graves causant des perturbations des métabolismes des
différents organes et pouvant méme provoquer la mort. Les effets secondaires de la
phytothérapie ont été souvent évoqués ces derniéres annees : néphrotoxicité et carcinome
urothélial dus a Aristolochia fangchi (Selvan et al., 2013), hépatotoxicité du kava kava ou de

Teucrium chamedrys (germandrée petit-chéne), interactions médicamenteuses avec
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Hypericum perforatum (Reem et Consolato, 2013). Teucrium polium, espéce voisine de
Teucrium chamedrys (Larrey et Faure, 2011), connue dans la région de Sétif par « Jaada », est
une plante traditionnellement réputée sans risque peut s’avérer hépatotoxique lorsqu’elle est
utilisée a large échelle. L’intoxication liée aux plantes se fait généralement par I’ingestion
directe de plantes, que les individus croient comestibles ou bénéfique pour sa santé (Savvidou

et al., 2007).

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail dont 1’objectif essentiel consiste a 1’étude
des effets bénéfiques (antioxydant, anti-hémolytique, anti-inflammatoire
et anti-hyperuricémiante) et toxiques, chez les souris males et femelles, de I’extrait
méthanolique de la Germandrée: Teucrium polium L. qui posséde des effets antioxydants et
scavenger des radicaux libres (Ljubuncic et al., 2006 ; Ardestani et Yazdanparast, 2007;

Boumerfeg et al., 2009). Les objectifs visés dans la présente étude sont :

e Analyse quantitative du contenu en polyphénols et en flavonoides de 1’extrait
méthanolique de Teucrium polium,

e Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait in vitro (DPPH), in vivo (DPPH
et FRAP) et la capacité antioxydante totale du sang ; étude des effets de 1’extrait sur
I’hémolyse des globules rouges,

e Action anti-inflammatoire des extraits sur des souris comme modele animal,

o Effet hypouricémiant, également sur des souris soumises a un traitement

hyperuricémiant par 1’oxonate de potassium,

e Détermination de la variation des paramétres liés aux complications engendrées suite
au traitement par 1’extrait meéthanolique de la plante in vivo (toxicité aigué
et chronique) avec une évaluation histopathologique (foie et reins) de 1’action de

I’extrait brut méthanolique de T. polium.
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Ce travail s’inscrit dans cette perspective et a été motive par:(i) la volonté de
promouvoir et de valoriser les plantes medicinales en Algérie, plus précisément dans la région
de Sétif, (ii) la nécessité de faciliter 1’accés du public aux médicaments a moindre coft
compte tenu du colt élevé des médicaments conventionnels et (iii) la securité d’utilisation de

ces plantes qui doit étre le critere primordial de choix des plantes médicinales.



Partie bibliographigue




Partie bibliographique

1. Phytothérapie

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques :
phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante” et “traitement”. La phytothérapie
utilise les plantes ayant des propriétés médicinales (ou plus précisément la "partie active" ou
une préparation de celles-ci). Les préparations peuvent étre obtenues par maceération, infusion,
décoction, ou sous forme de teinture, poudre totale, extraits etc. Les plantes médicinales
peuvent étre des espéces cultivées mais dans la plupart des cas des espéces sauvages d’ou la
nécessité de 1’identification précise des plantes employées. Etant donné que le nombre
considérable de végétaux supérieurs, plus de 250000 dans le monde, il est nécessaire d'avoir
un systeme de classification a la fois simple et rationnel. Encore faut-il, au préalable, pouvoir
désigner toute espéce végétale, d'une facon claire, précise et identique pour tous (Arun et al.,
2012).

1.1. Classement des plantes médicinales

D’une manicre générale, les plantes peuvent étre classées en 3 catégories (Sanjoy

et Yogeshwer, 2003):

e Plantes aliments ou plantes comestibles et qui représentent une part trés importante
de la ration alimentaire de ’homme et des animaux herbivores.

e Plantes médicinales; ce sont les espéces botaniques utilisées en phytothérapie
et médecine populaire pour guérir certaines affections chez 1’hnomme et les animaux.

e Plantes poisons ou plantes toxiques ; ce sont les plantes qui peuvent entrainer des

accidents toxicologiques chez les individus qui les ingerent.

La phytothérapie revient a la mode depuis quelques années dans les pays occidentaux

et s’appuie sur des traditions millénaires. Une des principales origines vient de 1’Asie ou
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I’utilisation de plantes médicinales constitue une partie trés importante de la médecine
traditionnelle basée sur I’idée que ce qui est naturel ne peut étre que bénéfique et la notion que
les plantes médicinales, a défaut d’étre trés efficaces, sont au moins complétement
inoffensives (Peyrin-Biroulet et al., 2004). Les composés phytochimiques, dont beaucoup
s'accumulent en concentrations élevées chez certaines espéces végétales, sont considérés
comme des métabolites secondaires. Bien ignoré pendant longtemps, leur fonction attire de
plus en plus I’attention car certains métabolites sont considérés comme des sources
potentielles de nouveaux médicaments naturels, des antibiotiques, insecticides et herbicides

(Bruneton, 2001).

1.2. Métabolites secondaires

Les plantes produisent un grand nombre de métabolites secondaires qui ne sont pas
synthétisés directement lors de la photosynthese, mais resultent de réactions chimiques

ultérieures. Les plus importants sur le plan pharmaco-toxicologiques sont :

1.2.1. Hydrates de carbone

Ce sont des composés apparentés d'origine végeétale ayant un potentiel meédicinal
et thérapeutique incluant les fibres de la cellulose et ses dérivés, I'amidon et ses dérivés de
dextrines, les fructanes, les mucilages, les pectines, les gommes et les résines. Ces composés
sont révélés avoir des activités immunomodulatrices, anti-tumorales, anticoagulantes,

hypoglycémiantes et antivirales (Bruneton, 2001 ; Kashani et al., 2012).

1.2.2. Glucosides ou hétérosides

Se composent de deux parties ; I'une contient un sucre, par exemple le glucose, et est
le plus souvent inactive, tout en exercant un effet favorable sur la solubilité du glucoside

et son absorption et distribution dans le corps. L'effet thérapeutique est déterminé par la

5
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seconde partie, la plus active, nommée aglycone (ou génine). Selon leur composition
chimique, on distingue plusieurs groupes de glucosides: les saponosides représentés par les
stéroides et les terpénoides (Figure 1). Ainsi on distingue les cardiotoniques, les
anthraquinoniques, les cyanogénes, les lactoniques et les glucosinolates (Kashani et al.,

2012).

Les terpénoides sont une classe de produits naturels formés par des motifs d'isoprene a
5 atomes de carbones (CsHg). Ils sont classés en fonction du nombre des unités isopréne en
monoterpénoides qui ont deux motifs d'isoprene (Geranyl pyrophosphate, Eucalyptol,
Limonene, Citral, Camphore et Pinéne), sesquiterpénoides qui ont trois motifs d'isoprene
(Artemisinine, Bisabolol et Fernesol), diterpénoides composés par quatre unités isopreniques
(Rétinol, rétinal), triterpénoides formeés par six unités isopréniques (Lanosterol et scaléne)
et tetraterpénoides qui contiennent huit unités isopreniques acycliques (lycopene),

monocyclique (gamma-caroténe) et bicyclique (o et p caroténes), (Kashani et al., 2012).
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Figure. 1 : Structures des terpénes (Kashani et al., 2012).

1.2.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine naturelle, le plus souvent
végétales, azotés, basiques, douées, a faible dose, de propriétés pharmacologiques marquées

(Figure 2). Cependant, la plupart des alcaloides sont trés toxiques (Kashani et al., 2012).
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Figure. 2 : Structures des alcaloides naturels importants (Kashani et al., 2012).

1.2.4. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés liquides tres complexes. Elles ont des
propriétés et des modes d'utilisation particuliers et ont donné naissance a une branche
nouvelle de la phytothérapie : 1’aromathérapie. Ce sont en effet les produits de base utilisés
pour ajouter des odeurs caractétistiques, en raison de leur forte volatilité dans les industries de
parfumerie telles que des produits cosmétiques et ménagers ainsi que les ardmes alimentaires
pour incorporer aux aliments des saveurs spécifiques (Bruneton, 1999).
1.2.5. Composés aromatiques

Les composés aromatiques sont des composés cycliques formés a partir du benzéne et
de ses dérivés. Ces molécules, bioactives issues du métabolisme secondaire des plantes dont

les plus simples sont les acides phénoliques, qui sont des composés polyphénoliques non-
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flavonoides qui peuvent étre divisés en deux classes principales qui sont des dérivés de 1’acide

benzoique ou de I'acide cinnamique (Tableau 1).

Tableau 1 : Structures et classification des principaux acides phénoligues (Oroian et Escriche, 2015)

Classe Structure Acide phénolique

Acide vanillique (R = OCHs,)

Acide Protocatechuigque (R=H)
X OH

H
R_j
R_
Acide cinnamique H@%’D_(
B—

Acide gallique (R = H)

Acide syringique (R = OCH,)

O

o]

OH

o]

OH

0

HQ—Q—HOH Acide p-coumarique

0

Q_( HO_Q_//_(OH Acide férulique
OH

HsCO

H3C 0]
Acide benzoique H / OH
Acide sinapique
HsC
o]
y Acide caféique (R = H)
H Oo—R Acide chlorogénique (R = 5-
quinonyl)
H

Les polyphénols sont des métabolites secondaires ont des propriétés antioxydantes,
et en particulier la classe des flavonoides (Tableau 2) qui sont des composés polyphénoliques
naturels hydrosolubles douées d’une multitude d’actions biologiques (Yao et al., 2004). Les
flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyrone (anneaux A et C). lls sont subdivisés en 14

classes différentes dont 6 sont les plus répandues et les mieux caractérisées ; ce sont les
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flavanones, les flavones, les flavanonols, les flavonols, les flavanols et les isoflavones

(Saxena et al., 2013).

Tableau 2 : Structure chimique de quelgues flavonoides (Oroian et Escriche, 2015)

Substitution
Formule Nom
Flavone Apigénine H OH H OH H H OH
O 0 O Chrysine H OH H OH H H H
|
Luttoine H OH H OH H H OH OH H
0]
Flavonol Quercétine OH OH H OH H H OH OH H
o O Myricétine OH OH H OH H H OH OH OH
O |UH Kaemfpérol OH OH H OH H H H OH
o Rutine  suce OH H OH H H OH OH H
Flavanone
H OH H H H OH H

© Naringénine H OH

Hespérétine H OH H OH H H OH OCH; H

f

(6]

Flavan-3- Catéchine OH OH H OH H H OH OH H

: Epicatéchine OH  OH H OH H H H OH OH

o

Flavanonol

@ Taxifoline  OH OH H OH H H OH OH H

2

OH
8}

Isoflavones  anistéine  /  OH H OH H H H OH H

i O Daidzéine | H H OH H H H OH H

1.2.6. Tanins

Les tanins constituent un mélange de nature polyphénolique hydrosoluble avec
polymérisation. Ces substances de composition chimique variable présentent un caractére
commun: leur capacité de complexer les protéines (albumines), les polysaccharides (cellulose,

hémicellulose, pectine), les acides nucléiques, les métaux lourds et les alcaloides. Les tanins

10
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sont répartis en quatre groupes : gallotannins, ellagitannins, tannins complexes et tannins

condensés (Bruneton, 1999 ; Kashani et al., 2012).

2. Toxicité des plantes

Avant d’examiner 1’activité thérapeutique d’une drogue ou de ses phyto-constituants,
il est nécessaire de connaitre sa toxicité. Toute substance biologiquement active est
susceptible, du moins a fortes doses et pour une administration prolongée de produire des
effets indésirables, voire nocifs (Soetan et Aiyelaagbe, 2009). Les effets secondaires de la
phytothérapie ont été souvent évoques ces derniéres années telles que la néphrotoxicité due
aux plantes du genre Aristolochia, I’hépatotoxicité du kava kava ou de Teucrium chamedrys
ou d’Hypericum perforatum. Des plantes traditionnellement réputées sans risque peuvent

aussi s’avérer toxiques lorsqu’elles sont utilisées a large échelle (Stickel et al, 2005).

Un toxique, est une substance capable de perturber, immédiatement ou a terme, de
facon passagere ou durable, le fonctionnement normal d'un organisme vivant, pouvant aller
jusqu’a sa suppression compléte et amener a la mort (Viala et Botta, 2007). La toxicité des
plantes médicinales peut étre liée a des mélanges de composés actifs qu'elles contiennent,
leurs interactions avec d'autres herbes, médicaments et contaminants. Les plantes contiennent
des mélanges complexes de terpenes, alcaloides, saponines et autres. Ceci augmente le risque
de réactions indésirables par leurs effets additifs ou synergiques des interactions chimiques
(Saad et al., 2006). La toxicité d’une substance dans 1’organise vivant dépend de sa nature, sa
dose et de la durée d’exposition. Les différents facteurs liés a I’individu (sexe, age, état
nutritionnel et hormonal), des facteurs environnementaux et de 1’exposition simultanée ou
antérieure a d’autres produits chimiques participent également au degré de toxicité. Les

facteurs propres a chaque individu peuvent modifier 1’absorption, la distribution, I’excrétion,

11
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les transformations métaboliques et la sensibilit¢ du récepteur dans I’organe cible (Singh

etal.,, 2011).

2.1. Phytotoxicité par administration unique «Toxicité aigué»

L’étude de la toxicité aigué permet d’estimer la dose qui tue 50% des animaux
d’expérience (dose létale DLsg) par rapport au lot témoin (Diallo, 2005). La DLsg est un indice
de classement des substances toxiques et/ou vegétales selon leurs degrés de gravité (Oduola et
al., 2007). Le tableau 3 rapporte quelques valeurs de DLsy, de plantes médicinales

fréqguemment utilisées en médecine traditionnelle.

Tableau 3 : Valeurs de DLs, de quelques plantes médicinales (Saad et al., 2006) avec modification.

Espece Famille Parties étudiées  DLsg
Alchemilla vulgaris L. Rosaceae feuilles 17.3
Atriplex halimus L Chenopodiaceae feuilles 21.5
Cichorium pumilum Jacq. Asteraceae feuilles 23.6
Eruca sativa Miller Brassicaceae feuilles 21.6
Eryngium creticum Lam. Apiaceae feuilles 20.7
Ferula hermonis Boiss Apiaceae racines 8.8

Hypericum triquetrifolium Turra Hypericaceae feuilles 147
Inula viscosa L.Ait. Inula Asteraceae feuilles 11.9
Juglans regia L Juglandaceae feuilles 16.9
Mentha longofolia L Lamiaceae feuilles 14.8
Nigella sativa L. Ranunculaceae Graines 19.8
Olea europaea L. Oleaceae feuilles 19.3
Saponaria officinalis L. Caryophyllaceae racines 51

Urtica dioica L. Urticaceae feuilles 22.1
Ziziphus spina-christi L. Desf Rhamnaceae feuilles 22.2

Les valeurs des DLs, des parties des plantes testées exprimées en g /kg poids des rats étudiés.Des
extraits aqueux préparés a partir de matériel végétal séché ont été utilisés. Les valeurs présentées sont
des moyennes de 30 & 35 rats testés.

12
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2.2. Phytotoxicité par administration réitérée « Toxicité subaigué et chronique »

Ces épreuves ont pour objet de mettre en évidence les altérations fonctionnelles et/ou
pathologiques consécutives aux administrations répétées de la substance active examinée et
d’établir les conditions d’apparition de ces altérations en fonction de la posologie (durée de 2
semaines jusqu’a 6 mois). L’appréciation des effets toxiques est faite sur la base de I’examen
du comportement, de la croissance et des épreuves fonctionnelles particulierement celles qui
se rapportent aux organes extérieurs ainsi que la base des comptes rendus nécropsigues,
accompagneés des examens histologiques qui s’y rattachent (Ifeoma et Oluwakanyinsola,

2013).

3. Hepatotoxicité liée a la phytothérapie

Le foie est le plus grand organe du corps humain pesant environ 1500 g, et est situé
dans le coin supérieur droit de I'abdomen au-dessus de I’estomac, rein droit et des intestins
(Bin Hashim et al., 2014). Le foie est constitué de cellules hépatiques épithéliales nommeées
hépatocytes organisées en travées autour des sinusoides (capillaires hautement perméables ou
le sang circule) et forment une monocouche autour de chaque capillaire qui sont responsables
de la formation de la bile et des différentes transformations métaboliques (Figure 3), (Singh et
al., 2011). 60% a 80 % des cellules du foie sont des hépatocytes mais il existe d'autres types
cellulaires : cellules des canaux biliaires (cholangiocytes), cellules endothéliales, cellules de
Kippfer (macrophages), cellules stellaires (aussi appelées cellules étoilées), lymphocytes

hépatocytaires et cellules pluripotentes ovales (Malhi et al., 2010).

Le foie assure plus de 500 fonctions métaboliques vitales, il intervient dans les métabolismes:

¢ glucidique (néoglucogenese, synthese et catabolisme du glucose),
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o lipidique (synthése des acides gras, des lipoprotéines et des acides biliaires, synthése et
excrétion du cholestérol, hydroxylation de la vitamine D et cétogenése),

e protidique (catabolisme des protéines plasmatiques telles que 1’albumine et les facteurs
de coagulation),

e hormonal (hormones stéroidiennes et polypeptiques),

e de stockage du glycogene, vitamines A, B, et du Fer.

A

Plaques (cordons)

o O‘\ Veine centrale

<2

Triades portales

B Plaques hépatiques

Veine centrale

hépatique
Veine portale
Sinusoides hépatiques Voie biliaire
Canalicules biliaires i 2 g
Triade portale

Figure. 3 : Représentation de microstructure hépatique (LeCluyse et al., 2012). (A) Schéma du lobule hépatique
et sous-structure de base d’acinus indiquant la direction relative du flux sanguin a partir de des portes
triades vers les veines centrales (fleches rouges). (B) Schéma illustrant I’architecture tridimensionnelle
du foie entre la triade portale et la veine centrale. Les réseaux de canalicules biliaires (Jaune-verts
paralléles et a I'encontre du flux sanguin a travers les sinusoides.
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Le foie est l'organe principal du métabolisme des xénobiotiques (Figure 4). Les
enzymes responsables sont principalement les cytochromes P4so (CYP), jouent un role central
dans la biotransformation, le métabolisme et/ou la détoxification de composes étrangers a
I’organisme et catalysent les réactions d’oxydo-réduction et d’hydrolyse. Par-ailleurs, d’autres
enzymes dites de la phase Il (glutathion-S-transférases ou GST, UDP glucuronosyl-
transférases ou UGT, sulfoconjugaison SULT), dites de conjugaison, catalysent les réactions

de conjugaison.

Généralement, apres fonctionnalisation, les transporteurs de la phase Il (transportent
au travers des membranes les xénobiotiques, et surtout leurs dérivés, en vue de leur
élimination de la cellule (Tissandie, 2012).Pour cela, plusieurs processus biochimiques sont
mis en jeu, ils aboutissent en général a la formation de produits plus polaires (hydrophiles)

que la molécule d’origine, par conséquent facilement éliminables par le rein (Singh et al.,

2011).

Le foie est la cible la plus habituelle des atteintes toxiques. Les pathologies hépatiques
d’origine médicamenteuse sont fréquentes. Dans la gamme pharmacologique, les
antibiotiques et les anti-inflammatoires non-stéroidiens sont les plus fréquemment impliqués
(LeCluyse et al., 2012). Les principales atteintes hépatiques d’origine toxique peuvent étre
soit des atteintes aigués ; cas de la stéatose (surcharge graisseuse), cholestase (arrét de
I’écoulement biliaire) et nécrose hépatique (cytolyse hépatique ou hépatite), soit des atteintes
chroniques ; cas de I’hépatite chronique qui peut étre a I’origine d’une insuffisance

hépatique telle que la fibrose, tumeurs, cirrhose et cirrhose lobulaires (Singh et al., 2011).
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primaire oxydatif de la zone 1 et 2 Liponéogenése
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xénobiotiques

Figure. 4 : Zonation structurale et fonctionnelle du foie (LeCluyse et al., 2012 avec modification).(A) Discretes
zones du foie entre la veine porte (VP) et la veine centrale (VC) illustrant des différences dans la taille
des cellules, le phénotype, les gradients de pression d'oxygéne et le métabolisme. (B) Tissu hépatique
humain avec des anticorps CYP3A4 (coloration brune) montrant I'expression différentielle des enzymes
CYP dans les zones de la microstructure du foie.

L’hépatotoxicité des plantes médicinales est maintenant largement documentée. Le
spectre des lésions et manifestations induites est trés varié reproduisant une large part des
maladies hépato-biliaires. De nouveaux produits s’ajoutent chaque année a la liste de
I’hépatotoxicité de la phytothérapie (Tableau 4), (Eschke et Eickhoff, 2015). Par ailleurs,

diverses préparations de plantes médicinales peuvent interférer avec le métabolisme des

médicaments « classiques », en particulier en induisant ou en inhibant certains systémes
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enzymatiques hépatiques. Il peut en résulter des effets indésirables sérieux (Teschke et al.,

2012).

Tableau 4 : Exemples de cas d’hépatotoxicité associés a la phytothérapie (Stickel et al, 2005 ; Reem
et Consolato, 2013 avec modification).IHF : Insuffisance hépatique fulminante.

Plantes Parties Applications Toxines Mécanisme d’action  Présentation
utilisées clinique
Atractylis racines Antiémétique, Atractylosides Inhibition de la Hépatite aigué,
gummifera diurétique, gluconéogenése par IHF
interférence avec la
phosphorylation
oxydative
Actea racemosa / Racines et symptémes de  Triterpenes nécrose et Auto-immune,
Cimicifuga racemosa  rhizomes  la ménopause  glycosides fibrose septale Rare
Chaparral (Larrea  feuilles Antioxidant, acide Inhibition de la Cholestase,
tridentata) morsures des nordihydrogu cyclooxygénase cholangite,
serpents aiaretique et des cytochromes Hepatite chronic,
Puso cirrhose
Germandrée Parties Réduction du Neo- apoptose des Hépatite aigué
Teucrium aériennes  poids clérodanes hépatocytes et chronique,
chamaedrys diterpénoides fibrose (forme
subaigiie)
Teucrium polium Parties Anti- inconnu inconnu IHF (forme
aériennes  inflammatoire aigué)
Kava Racines Anxiolytique,  Kava Idiosyncratique, dose ~ Hépatite aigué
(Piper ethysticum) et somnifére lactones toxicité dépendante ? et chronique,
rhizomes (kavain, di- cholestase, FHF
hydrokavain)
Alkaloides / thé, Pyrroles Toxification par maladie véno-
pyrrolizidines contamination  toxiques cytochrome P450 3A4  occlusive
Symphytum des fleurs
officinale
Heliotropium
Sassafras Racines et thé d’herbe Safrole inconnu Hépato-
(Sassafras albidum) écorces de carcinogenese
racines (animaux)
St. John’s Wort Parties Antidépresseur Hyperforine  induction Réduction du
(Hypericum aeriennes du Cytochrome P, s niveau de la
perforatum) et du P-glycoprotéine  cyclosporine,
Anticancéreux,
et réduction des
niveaux de
médicaments
antirétroviraux,
Mistletoe Plante Hypertension,  Diterpénoides  inconnu hépatite aigué
(Viscum album) entiére insomnie,
épilepsie,
asthme,
infertilité,
troubles
urinaires
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3.1. Mécanisme de I’hépatotoxicité

Un foie pathologique sert comme un outil important pour identifier et caractériser des
Iésions hépatiques. Les effets hépatotoxiques d'agents chimiques peuvent impliquer différents
mécanismes de cyto-létalité. Ces mécanismes peuvent avoir un effet direct sur les systemes
cellulaires et enzymatiques critiques (membrane plasmique, mitochondries, réticulum
endoplasmique, noyau et les lysosomes) perturbant ainsi leurs activités ou un effet indirect sur
les organites cellulaires grace a lI'activation ou l'inhibition de kinases, facteurs de transcription
et des profils d'expression génétique et de signalisation. Les conséquences peuvent conduire a
la mort cellulaire provoquée par rétrécissement et démontage nucléaire des cellules (apoptose)
ou par la lyse dite nécrose (Rajender et Faust, 2006). L’activation métabolique enzymatique
de la molécule mére peut conduire a la formation d'un métabolite réactif, qui peut étre
détoxifié par liaison a de petites molécules endogenes comme le glutathion (GSH). S’il n'y a
pas de désintoxication ou si le pool de petites molécules est épuisé, le métabolite réactif peut
conduire au stress oxydatif avec atteinte mitochondriale, soit directement, soit par
I'intermédiaire de la liaison covalente aux protéines cellulaires (Kaplowitz, 2004). Ceci peut
influencer les facteurs de régulation qui peuvent affecter différents processus tels que le
métabolisme des lipides et 1’apoptose. La formation d’hapténe (protéine cellulaire liée de
maniere covalente aux toxiques) peut déclencher une réponse immunitaire, soit en attirant des
cellules de la réponse immunitaire innée, ou l'activation de la réponse adaptative par
I'intermédiaire de cellules présentatrices d'antigene et intervention des lymphocytes T ou B

(Figure 5), (Van Swelm, 2013).
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Figure. 5 : Mécanismes d’action d’hépatotoxiques. Quarte processus sont responsables de 1’induction
d’hépatotoxicité par les xénobiotiques: stress oxydatif, altération des voies de régulation, réponse
immunitaire innée et adaptative (Kaplowitz, 2004 avec modification).

3.2. Evaluation d’une hépatotoxicité

Pour évaluer 1’état du foie, un examen approfondi doit étre mis en place. |l comporte
des tests biochimiques des enzymes et protéines plasmatiques, et histologiques (Amacher,
1998 ; Eschke et Eickhoff, 2015). Le Tableau 5 résume I’ensemble des principaux marqueurs
biochimiques d'hépatotoxicité avec une description histopathologique des différences lésions

observées.
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Tableau 5: Marqueurs biochimiques des atteintes hépatiques toxiques (Singh et al., 2011, avec

modification).

Paramétres Localisation tissulaire  Localisation cellulaire Lésions
biochimiques histopathologiques
Alanine principalement foie ; des cytoplasme Nécrose
aminotransférase tracesdans les muscles et mitochondries hépatocellulaire
(EC 2.6.1.2) squelettiques

et cardiaques
Aspartate foie, cceur, muscles, cytoplasme Nécrose
aminotransférase cerveau et rein et mitochondries hépatocellulaire
(EC 2.6.1.1)
y-Glutamyl transférase  foie, voies biliaires, rein  membrane cellulaire Atteintes hépatobiliaires
(EC 2.3.2.2) et pancréas et cholestase
Glutathion-Stransférase  foie, reins, Cytoplasme Lésion des hépatocytes
(EC 2.5.1.18) cellulescentro-lobulaires  mitochondrial précoce; necrose

hépatocellulaire

Bilirubine totale

Directe (foie, bile,
I’intestin gréle, gros
intestin), Indirecte
(cellules réticulo-
endothéliales de la rate,
sérum)

liquide extracellulaire

Atteintes hépatobiliaires
etcholestase

Phosphatase alcaline

foie, voies biliaires, os,

membrane cellulaire

Atteintes hépatobiliaires

(EC 3.1.3.1) placenta, rein et intestin et cholestase
Lactate déshydrogénase  Peroxysomes du foie, les mitochondries Nécrose
(EC 1.1.1.27) muscles, rein, de cceur et réticulum hépatocellulaire

sarcoplasmique

Sorbitol déshydrogénase
(EC 1.1.1.14)

Foie, reins, vésicule
séminale, intestin

Cytoplasme,
mitochondrie

Nécrose
hépatocellulaire

Albumine

Produit dans le du foie

plasma sanguin

Dysfonction hépatique

Protéines totales

Produit dans le foie et le
systeme immunitaire

plasma sanguin

Dysfonction hépatique

Acides biliaires

Produis dans le foie,
stocké dans la vésicule,
la vessie et libération
dans les intestins

Maladies hépatobiliaires

3.3. Néphrotoxicité et phytothérapie

Structurellement, les reins produisent l'urine en filtrant le sang et les déchets

métaboliques a 1’aide de millions d'unités structurelles appelées néphrons (Figure 6). Le

glomérule, partie primaire du néphron contribue a la filtration sélective du sang et des déchets

métaboliques (urée, créatinine, acide urique) pour former l'urine. La membrane basale
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glomérulaire et les cellules endothéliales constituent une barriere permettant la filtration de

I'eau et de petites substances, tout en préservant les protéines (Liu et al., 2015).

Régule

Téquilibre en eau et en sels minéraux

dans le corps, en filtrant jusqu’a

Epurc 180 itres d'eau par jour
’ Produit

des protéines
qQui agissent sur L pression
artérielie (renine) ou
I formation des globules
rouges (EPO)
Neéphroas

Les

7 deglomérules 4

g ¥ -

3 fonctions - < \
: §  comme - 1
desreins ges fitres S
5 \N3

Vers ko =

Figure. 6 : Organisation anatomique et fonctionnelle du rein (http://www.rein-echos.fr/insuffisance-renale/les-
reins/).

Le rein est I’un des principaux organes cibles de la toxicité induite par les xénobiotiques
du fait de ses fonctions de filtration, transport, réabsorption et métabolisme de substances
chimiques (Gueguen et al., 2012). Particuliérement, il est vulnérable a plusieurs substances
toxiques notamment d’origine végétale qui sont susceptibles de causer des dommages a

différents sites et de perturber certaines de ses fonctions (Pranav et al., 2013).

3.4. Evaluation de la néphrotoxicité

En raison de la nature complexe et les multiples fonctions du rein, il n’ya pas de test
unique peut détecter une néphrotoxicité (Gueguen et al., 2012). L'évaluation de la
néphrotoxicité implique donc des études in vitro et in vivo. Les techniques in vitro
s’intéressent au maintien de la relation anatomique entre les cellules (microponction,
perfusion) et 1’isolement des fragments tubulaireset des glomérules. In vivo, les études
comprennent I'évaluation de la fonction glomérulaire et tubulaire, la protéinurie, I'excrétion
urinaire de protéines plasmatiques et de prostaglandines (Jose et Adikay, 2015).
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Les mécanismes causant une néphrotoxicité incluent les changements dans
I'hnémodynamique glomérulaire, la toxicité des cellules tubulaires, I’inflammation, la
néphropathie cristale, la rhabdomyolyse et la microangiopathie thrombotique (Kim et Moon,
2012). Les principales lésions rénales rencontrées sont des nécrosestubulaires aigués,
vasodilatation ou vasoconstriction de [I’artériole afférente, néphrite interstitielle
immunoallergique, lésions de néphroses osmotiques et vacuolisation ou les cellules
épithéliales tubulaires sont gonflées, comblant plus ou moinsla lumiere du tube, le cytoplasme

clarifie et contient de nombreuses petites vacuoles (Schortgen, 2005).

3.5. Marqueurs biochimiques de la fonction rénale
Le bilan rénal “standard” sert a dépister des biomarqueurs temoins d’un état normal ou
d’un éventuel dysfonctionnement du rein. Il comprend des examens sanguins et urinaires

complétés par d’autres histologiques si besoin (Gueguen et al., 2012). Le tableau 6 récapitule

I’enssemble de marqueurs biochimiques de la fonction rénale.

Tabeau 6 : Principaux biomarqueurs sériques d’atteintes rénales (Gueguen et al., 2012).

Marqueur

Fonction ou structure cible

Utilisation expérimentale/
clinique

Marqueurs classiques
créatinine
urée

Estimation du débit de filtration
glomérulaire

Marqueur de référence pour classer
les atteintes rénales en clinique mais
manque de spécificité.

Electrolytes (sodium, potassium,
chlore, calcium, phosphore), glucose,
pH et volume urinaire

Fonction tubulaire (réabsorption)
évaluée méme en cas de faible
altération

Protéines de haut poids
moléculaire : Albumine,
immunoglobuline, transferrine,
haptoglobine

Excrétion élevée de protéines qui
indique une altération glomérulaire

Marqueur d’atteinte aigué ou
chronique en clinique
microalbuminurie), degré d’atteinte
glomérulaire

Protéines de bas poids
moléculaires : al-microglobuline,
B2 microglobuline, B-trace protein
(BTP), cystatine C, retinol binding
protein (RTP)

Marqueurs précoces de dysfonction
tubulaire.

La BTP et la RBP permettent une
meilleure estimation du débit de
filtration glomérulaire

Utilisation pour prévoir si une greffe
rénale est nécessaire

Enzymes : phosphatse alcaline
v-glutamyl transpeptidase
alanine aminopeptidase
glutathion-S-transférase (GST)

Tubule proximal (GSTa tubules
proximaux et GSTp ou m tubules
distaux)

Utilisation comme marqueur
tubulaire peut étre limitée car
augmentation lors de pathologies
glomérulaires chroniques
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4. Stress oxydant

4.1. Définition

Le stress oxydant se définit comme un désiquilibre de la balance entre la formation des
radicaux libres ou especes oxygénées réactives (caractere pro-oxydant) et la capacité du corps
a les neutraliser, a réparer les dommages oxydatifs (systeme antioxydant) et a réguler leur
production. Ceci conduit a des endommagements cellulaires et tissulaires souvent

irreversibles (Zweier et Talukder, 2006).

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) possédant, sur sa couche
externe, un ou plusieurs électrons célibataires, qui lui confére une réactivité (demi-vie courte)
vis-a-vis d’autres molécules, Soit a capter un autre électron ; c’est alors un radical oxydant,
soit a le céder; c’est alors un radical réducteur. La réactivité des radicaux libres est tres
variable selon la nature du radical. Les espéces radicalaires sont produites d’une manicre
continue au sein de 1’organisme, dans le cadre de nombreux phénomenes biologiques (Favier,

2003 ; Fontaine, 2009).

4.2. Radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre dérivés de I’oxygene (Espéces réactive d’oxygene :
ROS de I’anglais Reactive oxygen species). Il convient de distinguer un ensemble restreint de
composés radicalaires qui jouent un réle particulier en physiologie et que sontappelés
radicaux primaires (Glasauer et Chandel, 2014). Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques
de la cellule. D'autres espéces dérivées de I'oxygene ou de I’azote, comme le montre le
Tableau 7, ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des

précurseurs de radicaux (Choudhari et al., 2014).
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Tableau 7 : Différents types des espéces réactives (Choudhari et al., 2014, avec modification)

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 0,” Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ Acide hypochlorique HOCI
Radical alkoxyle RO’ Oxygeéne singulet 0,
Monoxyde d’azote NO’ Peroxynitrite ONOO

4.3. Sources des ROS

Les ROS sont produites dans I’organisme par de nombreux mécanismes tant endogénes

qu’exogenes (Figure 7).
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ionisants, midicament. toxines, choc | Mitochondsie, peroxysome, lipo-
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Figure. 7 : Sources des ROS (Campos et al., 2013).
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4.3.1. Sources exogenes

L’organisme humain est soumis a de différentes agressions par desagents capables de
donner naissance & des radicaux libres. Des rayonnements X ou v, les polluants de I’air
(fumée des cigarettes et contaminants industriels) ainsi qu'une large variété de xénobiotiques
(toxines, pesticides, herbicides) et médicaments (antibiotiques et anticancéreux) peuvent
contribuer & une production importante des ROS qui se forment comme un produit de leur

métabolisme (Chen et al., 2012).

4.3.2. Sources endogenes

Les systemes intracellulaires (endogénes) sont plus importants du fait que les ROS sont
produits en continu durant toute la vie de chaque cellule dans I’organisme. La chaine
respiratoire mitochondriale est 1’une des sources physiologiques majeures des O,". Elle est
une source permanente des ROS cellulaires au niveau des deux sites de production: les
complexes | et 11l (Kardeh et al., 2014). La seconde source est la xanthine oxydoréductase
(XOR) qui est une enzyme presente dans le sang, les cellules endothéliales des capillaires
sanguins et de fagon tres importante dans le foie et les intestins, sa localisation cellulaire est
principalement cytoplasmique (Quiney et al., 2011). La XOR existe sous deux formes
interconvertibles connues : la xanthine oxydase (XO) et xanthine déshydrogénase (XDH). La
XOR qui est une enzyme qui génére les ROS en réduisant I’hypoxanthine en xanthine et la
xanthine en acide urique, 1’oxygéne moléculaire agit comme un accepteur d’électrons
produisant ainsi I’anion superoxyde. La XOR joue un role cruciale dans la génération de 1’0O,"
et de H,O, (Harrison, 2002). Trois autres enzymes peuvent générer les ROS : (1) I'oxyde
nitrique synthase (NOS) est une enzyme représentee par trois isoformes : neuronale (nNOS),
inductible (iNOS) et endothéliale (eNOS). Les trois isoformes de NOS sont des genérateurs
importants du radical NO* (Quiney et al., 2011). Le NO’ permet la production des autres

espéces réactives de 1’azote (reactive nitrogen species : RNS) tel que le peroxynitrite (Favier,
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2003) ; (2) la lipo-oxygénase présente une source importante de production de ROS dans les
parois vasculaires ; cette enzyme catalyse 1’oxydation des acides gas polyinsaturés (AGPI) ou
des acides gas estérifiés (comme les esters de cholestérol et celles trouvées dans les
phospholipides) en des dérivés d’acides gas hydroperoxydes toxiques pour la cellule
(Madamanchi, 2005 ; Maccarrone, 2008) et (3) la NADPH oxydase enzyme présente dans
différents types cellulaires telle que les cellules phagocytaires, les fibroblastes, les cellules
endothéliales et les cellules de muscles lisses. En effet, cette enzyme génere la formation

d’O;" par la réaction suivante (Kardeh et al., 2014).

En plus de ces enzymes, il existe deux autres générateurs des ROS. Le peroxysome qui
est une source importante dans la production cellulaire de H,0,, cet organite contient de
nombreuses enzymes générant du H,O, (Kardeh et al., 2014). Toutefois, ce dernier est utilisé
comme substrat par la catalase peroxysomale afin d’assurer des réactions de superoxydation
de d’autres substrats. Ces réactions sont importantes dans les processus de détoxification
présents dans le foie et le rein (Sandalio et al., 2013). Les ions métalliques, comme le fer et le
cuivre sous leurs formes réduites, sont de remarquables promoteurs des processus radicalaires
in vitro: ils transforment 1’H,O, en OH’. La destruction des cellules (hémolyse, cytolyse
hépatique) entraine une libération de ces métaux pouvant engendrer un stress oxydant. La
formation du OH" a partir du H,O, en présence du fer ferreux est dite réaction de Fenton

(Fontaine, 2007).

H,0; + Fe™OH" —___, + Fe'™ + OH

4.4. Rbles des ROS

Le paradoxe des ROS en biologie est qu’ils constituent des especes extrémement

dangereuses susceptibles d’engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des
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especes indispensables a la vie (Kardeh et al., 2014). Selon Droge (2002), les radicaux libres

assurent les fonctions physiologiques résumées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Principaux roles physiologiques des radicaux libres (Campos et al., 2013).

Espéce Quelques roles physiologiques

'0, Amélioration des fonctions immunologiques des lymphocytes.

Transduction du signal ;
Relaxation du muscle lisse ;
Activation de la protéine kinase C ;

0, Amélioration des fonctions immunologiques par amplification du signal
L intracellulaire dans les lymphocytes T ;
et dérives . - i
Induction de I’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales ;

Induction et exécution du phénomeéne d’apoptose ;

Induction de I’expression de la p21; inhibiteur du cycle cellulaire.
NO* Relaxation des muscles lisses.
Modulation des fonctions des protéines kinases, phosphodiestérases, et des canaux
ioniques.
Activation des MAPK des cellules endothéliales et monocytes.

Protection contre I’apoptose par inhibition de certaines cascades.

Lors d’un stress oxydant, les ROS non « détoxiquées » par le systéme antioxydant
attaquent et endommagent les macromolécules contenues dans les cellules (Roleira et al.,

2015). Les principaux dommages des cibles biologiques sont montrés sur la figure 8.
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Figure. 8 : Macromolécules ciblesde radicaux libres (Carocho et Ferreira, 2013 avec modification).

5. Antioxydants

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des ROS est particulierement fragile. La
production des ROS est strictement régulée par 1’organisme qui possede des moyens de
défense antioxydante contre les effets potentiellement destructeurs des ROS. Un antioxydant
peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement faible, d’entrer
en compétition avec d’autres substrats oxydables et retarder ou empécher I’oxydation de ses

substrats (Berger, 2006).

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour controler leurs niveaux d’espeéces réactives de 1’oxygene. La nature des
systémes antioxydants differe selon les tissus et le type cellulaire et selon qu’on se trouve
dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (Oroian et Escrich, 2015). Les défenses

antioxydantes de 1’organisme peuvent étre divisées en systemes deux classes (Figure 9):
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(1) enzymatiques, principalement la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la
glutathion peroxydase (GPx) et la Glutathion réductase (G) (Roleira et al., 2015), et (2) non
enzymatiques, telles que les vitamines C et E, les caroténoides et les polyphénols (Oroian et

Escriche ,2015 ; Saeidnia et Abdollahi, 2013).

Enzymatique 4_

| | | Cofacteur ||| Vitamines et dérivés
| Enzvme [ Enzvme II 2= Coenryme Q10 Vitamine 4 (rétinel)

o ol . Vitamine  (acide ascorbigue)
50D Glutathionne réductase | Mineraux | Vitamine E {tocophérels et tocotriencl)
Catalase Glucosef-phosphate . Vitamine K
CGlutathionme peroxyde déshydrogénase 'EL_TF )

i | Caroténoides
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Figure. 9 : Digramme de classification des antioxydants. Les mots verts représentent les antioxydants exogenes,
tandis que les bleus représentent antioxydants endogénes (Carocho et Ferreira, 2013).

6. Inflammation

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés,
a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de maintenir son
intégrité. L'inflammation est un processus habituellement bénéfique : son but est de mobiliser
le systeme immunitaire afin d'éliminer I'agent pathogeéne et de réparer les lésions tissulares.

Elle se repose sur tout un réseau de facteurs cellulaires et humoraux, qui oeuvrent en
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coordination immédiatement aprés 1’agression, pour éliminer les stimulis nocifs et réparer les

tissus endommagés (Ashley et al., 2012).

Les réponses inflammatoires sont classées en deux catégories : I’inflammation aigué, de
courte durée de quelques jours a quelques semaines et I’inflammation chronique qui échappe
au contréle physiologique conduisant ainsi a la persistance des stimulis inflammatoires. Elle
peut durer plusieurs mois, voir méme des années et étre a 1’origine de nombreuses

pathologies, telles que 1’arthrite rhumatoide, 1’emphyséme pulmonaire et la golte (Das et al.,

2011).

L’inflammation aigué peut étre artificiellement divisée en quatre grandes étapes : (1) la
reconnaissance de 1’agent initiateur, (2) une étape vasculaire impliquant le recrutement de
cellules immunocompétentes au foyer inflammatoire, (3) une amplification dela réaction par
I’ensemble des cellules effectrices de I’inflammation accompagnée par une libération
subséquente de médiateurs inflammatoires et enfin, (4) I’élimination de 1’agent initiateur et la
réparation tissulaire (Figure 10), (Hellal, 2007). Les médiateurs chimiques tels que les amines
vasoactives (histamine, sérotonine), les leucotriénes et les prostaglandines, les cytokines et les
chimiokines provoquent la vasodilatation et augmente la perméabilité vasculaire, ainsi
quel’extravasation et l‘infiltration despolynucléaires. De plus, les molécules d’adhérence
permettent le ciblage du foyer inflammatoire par les cellules immunitaires (Crean et Godson,

2015).

Les maladies inflammatoires sont des maladies d’étiologie inconnue, et affectent aussi
bien le systeme nerveux central (sclérose en plaque) que les tissus périphériques (polyarthrite

rhumatoide et maladies inflammatoires intestinales chroniques).
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Figure. 10 : Médiateurs et cibles impliqués dans les réponses inflammatoires.His : histamine LTB4 : leucotriéne
B 4, CystLT : cystéinyl-leucotriénes, PGs : prostaglandines, LXs : lipoxines, Rvs : resolvines, Prots :
protectines, Mars : maresines. A la résolution du processus inflammatoire, une phase d'adaptation des
réponses immunitaires est initiées (cellules T et B). Un dysfonctionnement de ces processus peut
évoluer en maladies chronique comme 1’athérosclérose, le diabéte et I'arthrite (Crean et Godson, 2015).

Les traitements de synthéses les plus couramment utilisés et/ou les plus efficaces en
clinigue humaine sont classés en deux groupes : les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) et stéroidiens (corticoides). Ces médicaments sont largement utilisés mais dont les
effets secondaires sont parfois gaves, en particulier leur toxicité sur le systéeme rénal

et digestif (Hellal, 2007).

6.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont des médicaments a propriétés anti-
inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Ils regroupent I’ensemble des inhibiteurs non

sélectifs, préférentiels, ou sélectifs des cyclo-oxygénases (COX) capables de synthétiser les
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prostaglandines (COX-1 et COX-2). Les prostaglandines produites par la COX-1 jouent
surtout un role physiologique (en particulier la protection gastrique), alors que celles produites
par la COX-2 sont surtout générées dans des conditions inflammatoires (Shaikh et al., 2015).
Bien que les actions thérapeutiques des AINS justifient leur consommation généralisee, mais
peuvent exerser des actions toxiques en particulier la toxicité sur le systeme rénal et digestif

(irritations digestives pouvant aller jusqu’a 1’ulcération gastrique), (Pereira-Leite et al., 2013).

6.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides (GC) sont des dérivés
du cortisol. lls représentent le traitement le plus efficace utilise pour les maladies
inflammatoires chroniques (arthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes). Le mode
d’action des AIS se situe essentiellement au niveau transcriptionnel, ils se lient a leurs
récepteurs intracellulaires pour exercer leurs effets par la répression ou I’induction de génes.
Les GC suppriment la libération des prostaglandines, des leucotriénes, des cytokines
inflammatoires (IL- 1B, IL-6, TNF-a), des chimiokines comme 1’IL-8 et du NO. De plus, ils
inhibent I’expression des molécules d’adhésion et la prolifération et la différentiation des
lymphocytes T par des mécanismes multiples. Malheureusement, I’usage des GC est associé a
de nombreux effets indésirables avec des risque d'apparition qui s’accroit avec la durée du
traitement et peut conduir a des troubles aigus tels que 1’hypertension artérielle et d’ulcéres

gastro-duodénaux (Hellal, 2007).

6.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes médicinales sont largement utilisées en médecine traditionnelle pour traiter
plusieurs maladies inflammatoires telles que I’arthrite rhumatoide, 1’asthme, la bronchite

I’eczéma, 1’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les ulcéres gastriques et duodénaux
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(Kumar et al., 2013). L’activité anti-inflammatoire de ces plantes revient & leur composition
en métabolites secondaires doués d’activités biologiques en particulier les polyphénols
et flavonoides, les stérols, les alcaloides, les saponines, les coumarines et les terpénes.
Plusieurs investigations, in vitro et in vivo, ont démontré I’effet anti-inflammatoire d’un grand
nombre de plantes médicinales ainsi que leurs mécanisme d’action (Shaikh et al., 2015). Les
substances bioactives des plantes peuvent agir a plusieurs niveaux de la réaction
inflammatoire en inhibant le métabolisme de I’acide arachidonique, les mécanismes de
transduction du signal impliqués dans 1’activation des cellules inflammatoires, la synthése des
cytokines pro-inflammatoires, 1’expression des molécules d’adhésion, la modulation de
I’activité de la cyclo-oxygénase et la production des especes oxygénées reactives (Kumar et

al., 2013).

7. Présentation de la plante : Teucrium polium

7.1. Description botanique

Le genre Teucrium, encore déenommé les germandrées, regroupe environ 260 espéces de
plantes herbacées ou de sous-arbrisseaux appartenant a 1’ordre des Lamiales et a la famille des
Lamiacées (Krishnaiah et al., 2011). Cette plante peut étre connue par plusieurs
noms communs: jaada, khayata, Katabet ledjrah (Arabe), par ‘mountain germander’(Anglais),
pouliot de montagne, germandrée tomenteuse, germandrée blanc-gisatre (Francais), poliot,

camendrio di montagna, timo bianco, polio primo (Italien).

Teucrium polium est originaire du sud-ouest d’Asie, d’Europe et d’Afrique du nord.
Elle pousse dans les pelouses arides, les rocailles de basse altitude, collines et les déserts
arides (Abdollahi et al., 2003). C’est une espece trés variable ; de nombreuses sous especes

ont été décrites dont certaines sont parfois érigées au rang d'espéce (Naghibi et al., 2005)
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et peut avoir des synonymes tel que : Teucrium tomentosum, Teucrium gnaphalodes,Teucrium

chamaedrys et Teucrium capitatum (Autore et al., 1984 ; Rasekh et al., 2005).

Cette plante herbacée vivace a une odeur poivrée par frottement. Les tiges sont de 10-30
cm de hauteur, blanches-tomenteuses portant des feuilles opposées sessiles, linéaires-
lancéolées ou oblongues, en coin et entieres a la base et a dents arrondies en haut. Ces
feuilles, blanches-tomenteuses sur les deux faces ont les bords enroulés. Les fleurs forment

des inflorescences compactes globuleuses ou ovoides serrées (Figure 11), (Christodoulakis et

al., 2010).

Figure. 11 : Aspect morphologique de Teucrium polium L. (A : plan de la plante, B : sommités fleuries),
(https://it.wikipedia.org/wiki/Teucrium_polium).

7.2. Utilisation traditionnelles et médicales

Des espéces de T. polium ont été employées en tant qu'herbes médicinales pendant plus
de 2000 ans comme diurétique, inotropique et chronotropique (Niazmand et al., 2008),
tonique, antipyrétique, antiulcéreuse (Khleifat et al., 2001) antibactérienne, anti-

inflammatoire et anticonvulsivante (Khoshnood-Mansoorkhani et al., 2010)

En médecine traditionnelle, la Germandrée est employée comme agent analgésique,

antispasmodique et hypolipidémique. Cette plante peut avoir quelques intéréts d’ordre
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cliniques on cite : fievre, affections du foie, guérisseur des plaies, abaissement de la pression
artérielle, désordres stomacaux (Dehghani et al., 2005 ; Kaileh et al., 2007) et gastro-
intestinaux tels que la colite et la diarrhée. Ces données soutiennent également, son large
spectre d’emploi folklorique pour soulager ces douleurs (Krishnaiah et al., 2011). Cette plante
est abondamment distribuée comme agent antibiabétique, sa décoction dispose d’un effet

hypoglycémiant (Gharaibeh et al., 1988 ; Sabet et al., 2013).
7.3. Données phytochimiques

Plusieurs études, basées sur l'analyse des extraits de Teucrium polium par les méthodes
chromatographiques en phase gazeuse, ont indiqué la présence de plusieurs composés incluant
principalement les flavonoides, polyphénols (Proestos et al., 2004 ; Sharififar et al., 2009),
iridoides, tannins, huiles essentielles, diterpénoides (Ramnathan et al ., 2005 ; Mahmoudi
et Nosratpour, 2013), glycosides phenylethanoides, notamentle poliumoside B (De Marino
et al., 2012), alcaloides (Shakhanbeh et Atrousse, 2000 ; Parsaee et Shafiee-Nick, 2006),

(Figure 12) .
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Figure. 12 : Structure des métabolites secondaires isolés des parties aériennes de T. polium (Di Marino et al.,
2012).
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Plusieurs investigations phytochimiques montrent que les propriétés bénéfiques
peuvent étre attribuées aux composants flavonoidiques et phénylethanoidiques. D'autre part,
la cytotoxicité accrue des fractions riches en néoclérodanes confirme I'hypothése de leur
implication dans I'étiologie de certaines lésions et/ou maladies hépatiques liées a la

consommation prolongée de T. polium (Pacifico et al., 2012), (Tableau 9).

Tableau 9 : Principaux composés bioactifs isolés des parties aériennes de Teucrium polium

Classes Composes majeurs Références
Flavonoides Luteoline, apigenine, diosmetine cirsimaritine, Kadifkova Panovska et al.,
cirsilole, cirsilineol, 5-hydroxy-6,7,3° 4’ 2005 ; Hasani et al., 2007 ;
tétramethoxyflavone, salvigenine, apigenine 5- Al Bahtiti : 2012 :
galloylglucoside, apigenine-7-glucoside, vicenine, Bahramikia et
luteoline-7-glucoside Yazdanparast ; 2012
Huiles a - pinéne, P - pinéne, myrténal, terpinol, o - Skouti et al., 2012
essentielles humuléne, spathulenol, B- myrcene, germacrene Mahmoudi et Nosratpour ;
B, germacrene D, bicyclogermacrene, linalool, 2013 :
carvacrol Belmekki et al., 2013
Glycosides Verbascoside et poliumoside (phénylethanoide) Rasekh et al., 2001 ;
Di Marino et al., 2012
Diterpenoides Sept néo-clérodanes (teupolins V1 - XII) et onze Fiorentino et al., 2011 ;
néoclérodanes d’autres ont été isolés. Pacifico et al., 2012

7.4. Données pharmacologiques

Plusieurs recherches ont démontré certaines activités pharmacologiques liées a
I’utilisation de la Germandrée. Par conséquent, d'autres investigations sont nécessaires
maintenant pour élucider le mécanisme d’action pharmacologique et identifier les composants
bioactifs responsables de telles actions afin d'expliquer leur efficacité thérapeutique

(Tableau 10).
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Tableau 10 : Principales actions pharmacologiques des parties aériennes de T. polium

Activité

Mécanisme

Principes actifs

Réferences

Antioxydante

Inhibition des
processes oxydatifs in
vivo et in vitro

(DPPH, FRAP, TAP et
TBARS)

Polyphénols
et flavonoides

Ljubuncic et al., 2006 ;
Sharififar et al.,2009 ;
Krishnaiah et al.,

2011 ; Goulas et al .,
2012 ; Mahmoudi et
Nosratpour ; 2013

Antibactérienne et
antifongique

Contre les bactéries
Gram positive (B.
cereus, L.
monocytogens, S.
aureus) et Gram
négative (E. coli,
P.aeruginosa, A.
hydrophila, S.
typhimurium)

Huiles essentielles

Esmaeili et
Yazdanparart, 2004 ;
Zerroug et al., 2011;
Aouadhi et al., 2013 ;
Belmekki et al., 2013

Antinociceptive et
antispasmodique

Propriétés antiviscérales
contre la douleur
comparables a ceux de
I’hyoscine et de
I'indométhacine

Flavonoides et stérols

Abdollahi et al., 2003,
Parsaee et Shafiee
Nick ; 2006

Anti-inflammatoire

/

Sesquiterpenes et huiles
essentielles

Menichini et al., 2009

Antipyrétique

Inhibiton la synthése de
prostaglandines au
niveau périphérigue et
la formation d'cedéme

Huiles essentielles

Shakhanbeh et
Atrousse, 2000

Hypoglycémiante et
hypolipidémique

Réduction du taux du
glucose sérique en
augmentant la sécrétion
d'insuline par le
pancréas

Ne sont pas encore
élucidés

Rasekh et al., 2001 ;
Esmaeili et
Yazdanparast, 2004 ;
Shahraki et al., 2006 ;
Vahidi et al., 2010 ;
Mousavi et al., 2011

Anti tumorale

Inhibition de la
génération de colonies
de quelques lignées
cellulaires, réduction
des index mitotiques
et suppression leurs
croissance sur des
cultures primaires des
hépatocytes des rats

Furano-diterpénoides

Nematollahi-Mahani et
al., 2004 ; Khader et
al., 2007 ; Kandouz et
al., 2010
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7.5. Données toxicologiques

Des especes du genre Teucrium ont été caractérisées par une teneur plus élevée en
composés terpeniques, en particulier sesquiterpenenoides (Mahmoudi et Nosratpour, 2013)
qui peuvent exercer de multiples actions. D'autre part, la toxicité de ces composés peut
conduire a des dommages plus au moins importants. En effet, les neoclérodanes diterpénes
furaniques provoquent la mort rapide et massive des cellules par apoptose en augmentant le
calcium intracellulaire par stimulation de diverses enzymes calcium dépendantes
(endonucléases, transglutaminase), (Stickel et al., 2005). Des auteurs ont pu démontrer
expérimentalement que la nécrose hépatique peut étre provoquée par un extrait de

Germandrée enrichi en furano neoclérodanes diterpénoides (Pacifico et al., 2012) .

Les néoclérodanes diterpénoides sont formés par un cycle furanique issu de la
cyclisation d’un précurseur désigné labdanique. Sept néo-clérodanes (teupolines VI - XII)
et onze composés connus ont été isolés et caractérises a partir d'extraits de feuilles de
T. polium L (Figure 13), (Fiorentino et al., 2011). Des études ont montré que 1’administration
préalable d’activateurs ou d’inhibiteurs du cytochrome Ps5 augmente ou diminue,
respectivement la toxicité (Mattéi et al., 1995 ; Mazokopakis et al., 2004). L’activation des

furano- néoclérodanes semble donc le préalable indispensable a 1’action toxique.
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Figure. 13 : Neoclérodanes diterpénoides 8-18 de T. polium. Composé 8 (montanin B), 9 (teukotschyne), 10
(montanin E), 11 (montanin D) 12 (teubutiline A) 13 (19-deacetylteuscorodol), 14 (teusalvineC) ,15
(teucroxylepine), 16 (teulamifine B), 17 (teuchamaecrine C) ,18 (montanin F), (Pacifico et al., 2012) .
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Matériel et méthodes

1. Matériels biologiques

1.1. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris males et femelles, Swiss albino dont le poids
varie entre 25 et 30 g, procurés auprés de I’Institut Pasteur d’Algérie, Kouba, Alger. Ces
souris ont été utilisées aprés une période d’adaptation de 7 jours aveC un acces libre a I’eau et
a la nouriture standard fournie par 1’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) de

Bejaia.

1.2. Matériel végétal

La récolte du Teucrium polium a été effectuée pendant le mois de Juin 2011 dans la
commune d’Ouled Sidi Amor (Wilaya de Bordj-Bou-Arreridj). L'identification a été faite par
Pr. Laouer Hocine, Laboratoire de valorisation des substances naturelles, Université

de Sétif 1.

2. Méthodes

2.1. Extraction et analyse de I’extrait

Les parties aériennes de la plante ont été lavées avec de I’eau de robinet, séchées a
I’ombre et broyées. La macérationa été ensuite effectuée par le méthanol pendant 7 jours a
température ambiante a I’abri de lumiére. Le tout a été filtré sur verre fritté (N°03) puis le
culot a été extrait une seconde fois par le méthanol pendant 5 jours. Aprés filtration, les deux
solutions sont mélangées puis évaporées dans un rotavapor (BUCHI). L’extrait obtenu a été

par la suite complétement séché dans I’étuve a 37 °C (Arrar et al., 2013). L’extrait obtenu,
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d’une couleur vert-foncée pour T. polium, est considéré comme étant 1’extrait métanolique

brut (Teucrium polium methanolic extract : TPME).

2.2. Dosage des composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques de 1’extrait est estimée selon la méthode de Folin-
Ciocalteau (Li et al., 2007). Cette méthode est basée sur la réduction en milieu alcalin de la
mixture phosphotungstique (WO4*) phosphomolybdique (MoO,*) du réactif de Folin-
Ciocalteau par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la
formation de produits de réduction de couleur bleue avec un maximum d’absorption a 765
nm. Un volume de 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteau est ajouté a 200 pl d’extrait ou standard
(préparé dans le méthanol ou dans I’eau distillée) avec des dilutions convenables. Aprés 4
min, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu
réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 765
nm. La teneur en polyphénols totaux est estimée a partir de 1’équation de régession de la
gamme d’étalonnage (Figure 14) établie avec ’acide gallique (0-160 pg/ml) et est exprimee

en pg d’équivalent d’acide gallique par milligamme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
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Figure. 14 : Droite d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne £ SD de trois essais).

42



Matériel et méthodes

2.3. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisee pour
quantifier les flavonoides dans 1’extrait. La méthode consiste a ajouter 1 ml d’extrait ou
standard a 1 ml de la solution d’AICl3 (2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction,
I’absorbance est lue a 430 nm. La teneur en flavonoides est déduite a partir d’une droite
d’étalonnage (Figure 15) établie avec la quercétine (0-40 pg/ml) et exprimée en microgamme

d’équivalent de quercétine par milligamme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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Figure. 15 : Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois essais).

2.4. Activité antioxydante in vitro

L’activité anti-radicalaire de TPME est déterminée en utilisant le DPPH comme un
radical libre relativement stable selon le protocole décrit par Boumerfeg et al. (2009). Dans ce
test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl (DPPH) ayant une couleur violette
en un composé jaune. La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH

dans 100 ml de methanol. Ensuite, 50 ul des solutions d’extraitou standards (Quercétine,
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Rutine, butylated hydroxytoluene BHT) sont ajoutés a 1250 ul DPPH, le mélange est laissé a
I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrdle négatif contenant
uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm. L’activité anti-radicalaire est estimée

selon I’équation ci-dessous :

% d’activité anti-radicalaire = (As17 contréle—As;7 échantillon) x 100/ As;; contrdle

2.5. Activite antioxydante in vivo

Les activités antioxydantes de TPME par la suite sont confirmées in vivo chez les souris
par I’administration de I'extrait pendant 21 jours. La capacité antioxydante totale du sang a été
évaluée en déterminant les HTso, la capacité antioxydante plasmatique a été également

déterminée en utilisant le test de piégeage du radical DPPH et FRAP.

2.5.1. Effet sur la capacité antioxydante totale du sang

Des souris méles adultes de 25 et 30 g, sont répartis selon I’homogénéité de leurs poids
en 3 groupes de 9 a 10 animaux chacun.L’extrait et les témoins sont administrés par injection
intrapéritonéale quotidiennement durant trois semaines. Le groupel témoin (CNTL) a recu un
volume d’une solution d'eau physiologique, les souris du groupe 2 (VIT C) ont regu une dose
de 50 mg/kg de vitamine C et le groupe traité (TPME) a recu une dose de 100 mg/kg de

TPME.

Le prélevement du sang est réalisé sur les souris anesthésiées par 1’éther diéthylique. Au
cours de chaque prélévement, un aliquote de sang total est transferé immédiatement vers un
autre tube contenant du tampon PBS 10 mM, NaCl 125 mM (300 mOs) pH 7.4, afin d’obtenir

1’hématocrite de 2%. Ce sang est utilisé pour évaluer la capacité antioxydante totale du sang.
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La quantité du sang restante est centrifugée a 1500 g pendant 5 min a 4°C. Le plasma obtenu

est aliquoté et conservé a -20°C jusqu'a son utilisation pour le test du DPPH et FRAP.

La capacité antioxydante totale du sang est mesurée suivant le protocole décrit par
Takebayashi et al. (2010) avec quelques modifications selon Manna et al. (2002). Ce test
consiste a soumettre 1’échantillon du sang total a une agession radicalaire. Tous les systemes
enzymatiques et chimiques de I’échantillon se mobilisent pour protéger I’intégité des
érythrocytes afin de résister a cette agression, jusqu’a ce que la membrane cellulaire soit

modifiée au point de libérer le contenu cellulaire.

Le sang obtenu précédemment (hématocrite de 2%) est soumis a une attaque radicalaire
par I’addition du tert-butyle hydroperoxyde (t-BHP) a la suspension érythrocytaire. La
cinétique de disparition progressive des hématies est suivie a 37°C par la mesure de la
diminution de I’absorbance a 630 nm. La résistance du sang a I’attaque radicalaire est

exprimée par le temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrocytes (HTsp).

2.5.2. Effet sur la capacité antioxydante plasmatique vis-a-vis du radical DPPH

Dans ce test, la capacité du plasma a piéger le radical DPPH a été évaluée selon la
méthode de Hasani et al. (2007) avec quelques modifications, en se basant sur le méme
principe que celui du test de DPPH effectué précédemment in vitro. Brievement, un volume
de 25 ul plasma est additionné a la solution méthanolique de DPPH (2.4 mg/100 ml de
méthanol). Aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité suivie d’une centrifugation (2000
rpm/5min a 4°C), I’absorbance a 517 est mesurée. Le pouvoir antioxydant plasmatique est

ensuite calcule selon 1’équation ci-dessous :

% d’activité anti-radicalaire = (As17 contrdle—As;7 échantillon) x 100/ Asi;contréle
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2.5.3. Pouvoir réducteur plasmatique évalué par la technique de FRAP

L’essai ‘Ferric Reducing Antioxidant Power’ (FRAP) est réalisé selon la méthode
décrite initialement par Benzie et Strain (1996) et modifiée par Pulido et al. (2000). Cette
méthode mesure le pouvoir réducteur des antioxydants présents dans un mélange par leur
capacité de réduire le tripyridyl-triazine ferrique (Fe**-TPTZ) en ferreux (Fe?*-TPTZ) & pH
acide. Une solution fraiche du réactif FRAP est préparée par mélange de 2,5 ml de la solution
du TPTZ (10 mM dans 40 mM HCI) avec 2,5 ml du FeCl; (20 mM) et 25 ml du tampon
acétate (300 mM d’acétate de sodium, pH équilibré a 3,6 par I’acide acétique). Un volume de
300 pl du réactif FRAP, préalablement incubé a 37°C, est mélangé avec 30 pl d’eau
bidistillée et 10 pl de plasma. L’augmentation de 1’absorbance a 593 nm est suivie pendant 30
minutes a 37°C. Une gamme du FeSO, (étalon réducteur) entre 0 et 2000 UM est utilisée pour
calculer les valeurs FRAP de TPME et des antioxydants standards (Figure 16). La valeur

FRAP est exprimée en mM du FeSO,4/10 ul de plasma.
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Figure 16 : Les courbes d'étalonnage de FeSO,.
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2.6. Activité anti-hémolytique

La resistance des érythrocytes prétraités par le TPME a une attaque radicalaire est
évalueée selon le protocole décrit par Takebayashi et al. (2010) avec quelques modifications en
remplacant le radical AAPH [2,2'-azo-bis (2-amidinopropane)-HCI] par t-BHP (Dwight et
Hendry, 1996). Le sang des souris est collecté dans un tube hépariné et dilué dans un tampon
phosphate (300 mOs, pH 7.4) pour obtenir un hématocrite de 2%. L’attaque radicalaire est
induite par 1’addition du t-BHP (166 puM) a la suspension érythrocytaire préalablement
incubée (15 min) avec TPME a 10.59, 21.18, 42.37, 84.74 pg/ml, la vitamine C est utilisée
comme standard de comparaison. Aprés trois heures d’incubation avec le t-BHP & 37°C, la
cinétique de disparition des hématies est suivie par la mesure dynamique de la diminution de
I’absorbance a 630 nm. La résistance des hématies a I’attaque radicalaire est exprimée par le

temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrocytes (Half-Hemolysis Time ; HTsp).

2.7. Activité anti-inflammatoire

L'effet anti-inflammatoire est évalué selon la méthode de Garrido et al. (2004) sur des
souris males adultes (25-30 g). Une pesée de 4 mg/oreille des PMA (phorbol myristate
acétate) dans 20 pl de dimethylsulfoxyde (DMSO), est appliquée sur la surface de l'oreille
gauche de chaque souris. L'oreille droite (contréle) a uniquement recu le véhicule (20 pl
DMSOQ). Le TPME est administré 1h avant lI'application du PMA. Les souris sont réparties en
trois groupes : (1) groupe contrble négatif quia recu un volume d’une solution d'eau
physiologique, (2) groupe contrdle positif qui a re¢u une dose de (10 mg/kg) d’un anti-
inflammatoire de référence, le Diclofénac et (3) groupe TPME ou les souris ont recu une dose

de 100 mg/kg d’extrait.
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Six heures aprés l'application du PMA, les souris sont sacrifiées par dislocation
cervicale et un disque de 6 mm de diametre de chaque oreille est prélevé et pesé. L’cedéme de
I'oreille est calculé par la soustraction du poids de I'oreille gauche (véhicule) de l'oreille droite

(traitée), et exprimé en poids de I'cedéme.

Les disques de chaque oreille gauche et droite sont fixés dans le formol 10% pendant
une semaine. Les étapes suivantes : inclusion, coupe et coloration sont effectuées au niveau

du laboratoire d'anatomie pathologique, CHU de Sétif.

2.8. Effet hypouricémiant

L’hyperuricémie est la pathologie la plus citée impliquant la XOR ; c’est un état
pathologique qui résulte de la surproduction (par XOR) ou I'excrétion (troubles des tubules
rénaux) d'acide urique qui forme des cristaux microscopiques insolubles dans les vaisseaux
capillaires des articulations. Ces cristaux provoquent une inflammation et une douleur aigué
ce qui se développe par la suite en arthrite goutteuse aigué (Jetanalin et Lee, 2013 ;

Newcombe, 2013).

Des souris males adultes de 25 a 30 g sont répartis en quatre lots de 8 a 9 animaux
chacun. L’induction de I’hyperuricémie est faite par I’injection intrapéritonéale de 200 mg/kg
de potassium oxonate (OP), qui est un inhibiteur sélectif qui bloque l'effet de l'uricase
hépatique et provoque en conséquence un état d’hyperuricémie (Shi-Fu et al., 2007 ; Huang
etal., 2011). Aprés une heure, le TPME est administré par voie intrapéritonéale avec une dose

de 100 mg/kg. Les souris sont réparties en 4groupes :

e Groupe 1 (Témoin) : injecté par le véhicule (1’eau physiologique).

e Groupe 2 (OP): groupe injecté par 1’oxonate de potassium.
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e Groupe 3 (OP + allopurinol): groupe injecté par 1’oxonate de potassium ensuite traité
par 10mg/kg d’allopurinol.
e Groupe 4 (OP + TPME): groupe injecté par 1’oxonate de potassium puis traité par 100

mg/kg d’extrait brut méthanolique de Teucrium polium.

Le prélevement du sang est réalisé apres 1 heure de traitement sur des souris
anesthésiées, dans des tubes héparines, puis centrifugé a 1500 g pendant 5 minutes et le

plasma obtenu est conservé a - 20°C jusqu’a usage.

Les foies sont récupérés, rincés avec du NaCl 0.9% et homogénéisé dans un tampon
phosphate de potassium (50 mM, pH 7.8) ensuite, centrifugé a 8000 g pendant 15 min a 4 °C.
Le surnageant obtenu est utilisé pour le dosage de I’acide urique (Shi-Fu et al., 2007 ; Huang

etal., 2011).

Les dosages de I’acide urique, de 1’urée et la créatinine plasmatiques sont réalisés au
niveau du laboratoire central du CHU de Sétif en utilisant un automate Beckman et des kits

fournis par Spinreact Diagnostics.

2.9. Evaluation toxicologique
Afin de suivre I’évolution corporelle des souris le long de 1’expérimentation, leurs
poids sont déterminés avant et apres les semaines de traitement et 24 heures avant le sacrifice.

Cette répartition per lots est réalisée selon ’homogénéité de leurs poids.

2.9.1. Toxicité aigué
La toxicité aigué se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise unique

ou a court terme apres plusieurs prises rapprochées. C’est 1’étude qualitative et quantitative

des phénomenes toxiques rencontrés apres 1’administration unique de la ou les substances
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actives contenues dans un échantillon. Cette étude décrit les symptdmes observes, y compris
les phénomeénes locaux, I’indication de la DLsg. L’étude sur les souris blanches de laboratoire
a été effectuée sur un nombre homogene d’animaux, la durée de I’observation des animaux est

précise: en général elle n’est pas inférieure a une semaine (Diallo, 2005).

La dose létale 50 (DLso) est la dose d’une substance chimique administrée a des
animaux de laboratoire qui provoque la mort de la moitié d’entre eux ; elle peut étre
déterminée par plusieurs méthodes qui sont: méthode de Dragstedt et Lang, méthode de

Karber et Behrens (Staneva, 1988) et méthode de Miller et Tainter (Dupont, 1970).

Dans cette approche, I’analyse par la méthode de probits (méthode des moindres carrés,
Méthode de Finney) en utilisant le logiciel stat PLUS 5.8.0.0, 2009 a été utilisée pour
déterminer la DLsp de TPME (Abu sitta et al., 2009). Cette technique consiste a administrer
des doses croissantes de substance a des lots de souris de masses uniformes, la dose
administrée est exprimée en mg/kg de masse corporelle des animaux et la différence entre les
doses voisines doit étre constante. Pour chaque lot, le pourcentage de mortalité dans 1’heure

qui suit ou au bout du temps imparti est enrégistre.

Les souris males et femelles préalablement mises a jeun pendant 24 heures sont
regroupées par lot de 10, pesant entre 25-30 g. Les doses utilisées sont : 100, 150, 200, 250,
300, 350 et 400 mg/kg de TPME. L’extrait a été repris dans NaCl 9 %o et administré aux
souris par voie intra péritonéale (IP) a raison de 100 ul de solution par 30 g de masse
corporelle pour les deux sexes. Le lot témoin ne recevait que du NaCl 9 %o. Par la suite, les
symptdmes possibles sont observés les premiéres 15 minutes ensuite les 1% h, 2h, 24h, 72h

jusqu’au 14°™ jour (Abu Sitta et al., 2009).
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2.9.2. Toxicité de 7 jours

Le traitement aigu chez les souris males et femelles est réalisé par voie IP pendant 7
jours. Les souris des deux sexes sont réparties en deux groupes de 8 (Khleifat et al., 2002). Le
premier groupe témoin n’a regu que 100 pl de NaCl 9 %o. Le deuxiéme groupe est traité avec

la dose de 100 mg/Kg de TPME (Bouzidi et al., 2011, avec de légéres modifications).

2.9.3. Toxicité chronique

Ces épreuves ont pour objet de mettre en evidence les altérations fonctionnelles et/ou
pathologiques consécutives aux administrations répétées des substances actives examinées et
d’établir les conditions d’apparition de ces altérations en fonction de la posologie. Les
expérimentations ont pris de 2 a 6 semaines. L’appréciation des effets toxiques est faite sur la
base de I’examen du comportement, de la croissance pondérale, de la formule sanguine et des
épreuves fonctionnelles particulierement celles liées aux organes extérieurs ainsi que sur la
base des comptes rendus nécrosiques, accompagnés des examens histologiques qui s’y

rattachent (Diallo, 2005).

Les souris adultes de 33.34 + 2.46 g et 26.46 + 1.83 g des males et femelles,
respectivement, sont réparties en trois lots de huit. Les deux doses journaliéres administrées
par voie IP apreés des tests préliminaires de la DLso sont de 50 et 75 mg de TPME /kg de poids
de souris par rapport aux témoins. L’extrait a été dissout dans NaCl 9%o a raison de 100 pl de
solution par 30 g de poids corporel, le lot témoin ne recevait que 100 pl de NaCl 9%eo.
L’administration de 1’extrait est poursuivie jusqu’a la sixiéme semaine. Au terme des 6
semaines, toutes les souris ont été euthanasiées, et les organes, ovaires, reins, rate, foie,

poumons, cceur et cerveau, ont été prélevés et observés in situ (Abu Sitta et al., 2009).
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2.9.4. Examens biochimiques

Les prélevements sanguins sont effectués chez les souris a jeun et sous anesthésie par
I’éther diéthylique. Ils sont également réalisés le jour d’euthanasie par décapitation des
animaux. Au cours de chaque préléevement, environ 600 ul de sang sont recueillis dans des
tubes héparinés puis centrifugés a 4000 g pendant 5 mn a 4°C. Le plasma obtenu est aliquoté

et conservé a-20°C jusqu’aux analyses biochimiques.

Les paramétres plasmatiques dosés sont suivants : Glucose (Glu), Urée, Créatinine
(Créat), Sodium, Potassium, Cholestérol total (Chol T), Triglycérides totaux (TGT),
Transaminase Glutamate Oxolo-acétate (TGO), Transaminase Glutamate Pyruvate (TGP) et
Phosphatase alcaline (PAL). Les mesures sont effectuées a laide d’'un automate Beckman

Coulter Synchro CX-9 Clinical System ALX au niveau du CHU de Sétif.

2.9.5. Histopathologie

Les foie et reins préleves sont fixés dans le formol 10% pendant une semaine. Les
échantillons sont déshydratés par passage dans trois bains successifs de 30 min d'éthanol (70-
75%, 90-95% et 100%), puis éclaircies dans deux bains de 20 min de toluene et inclus dans la
paraffine (deux bains de 2 heures chacun) ensuite I'opération est automatisée a 1’aide d’un
automate TISSUE-TEK® Il.L'inclusion définitive est ensuite réalisée dans des moules
métalliques (SHANDON [O] Histocentre). Les blocs de paraffinés obtenus sont ensuite
coupés par microtome (LEICA RM 2145). Les coupes de 5 um d'épaisseur sont étalées sur
des lames et séchées pendant une heure a 37°C, réhydratées, colorées a I'nématoxyline-éosine
(Bensalem-Bendjelloul, 1998).Toutes ces étapes ont été effectuées au niveau du laboratoire

d'anatomie pathologique, CHU de Sétif.
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2.10. Analyses statistiques

Les valeurs ont éte, en général exprimées en moyenne + SEM et SD. Les résultats des
différents tests sont analysés par le test t de Student pour les comparaisons simples,
et ANOVA univariée suivie du test de Dunnett et Tukey pour les comparaisons multiples et la
détermination des degrés de signification. La comparaison des moyennes et des variances est
déterminée grace au logiciel « Gaphpad Prism » version 5.0. Les différences sont considérées

significatives a un p < 0,05.
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Résultats et discussion

1. Caractérisation phytochimique

Le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir le
temps de macération, la température, choix de solvants d’extraction ainsi que son volume
(I’utilisation des solvants polaires a été préféré du fait que T. polium est largement consommé
comme tisane, le caractére physique d’hydrophilie est souhaitable pour ces médicaments),
(Goulas et al., 2012 ; Khaled-Khodja et al., 2014). L’extraction méthanolique de T. polium
donné un rendement égale a 7.58 + 0.21%. Ce taux est faible a ceux qui ont été repportés
(Tableau 11).Cette différence semble étre liée aux caractéres chimiotypiques ; de plus, aux
propriétés génétiques des plantes, aux conditions et de la saison de récolte (Fertout-Mouri et

al., 2014).

Tableau 11 : Comparaison des rendements des différentes techniques d’extraction de T. polium.

Solvant d’extraction Rendement (%) Réferences

Meéthanol 20.07+1.03 Boumerfeg et al. (2012)
14.9 Sharififar et al. (2008)

Ethanol 14 Hasani et al. (2007)

H,0 115 Ljubuncic et al. (2006)

L'extrait méthanolique (TPME) peut contenir des flavonoides, des aminoacides, des
terpénes, des cires et des tannins. Le solvant le plus souvent utilisé pour I'extraction de
substances phénoliques des Lamiacées est le méthanol. En effet, Sharififar et al. (2009)
et Khaled-Khodja et al. (2014) ont indiqué que le méthanol donne le meilleur rendement
d'extraction en composes phénoliques de Teucrium polium par comparaison aux autres

solvants utilsés (acétone, chloroforme et éther de pétrole).
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Dans le but de bien caractériser le TPME préparé, un dosage des polyphénols et des
flavonoides est effectué. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le

fait que la majorité des effets toxico-pharmacologiques de la plante leurs sont attribués.

Le dosage des polyphénols selon Folin-Ciocalteu a montré que le TPME renferme
160.72 + 0.78 ug EAG/mg d’extrait. La détermination des taux de flavonoides selon la
méthode au trichlorure d’aluminium révele que cet extrait contient une quantité de 37.96 +

0.317 ng EQ/mg d’extrait. Les valeurs représentent la moyenne de 3 a 4 mesures + SD.

En se basant sur les résultats de 1’analyse phytochimique de TPME, on peut déduire que
cette plante est relativement riche en composés phénoliques. Cependant, le produit
d'extraction peut contenir des substances non phénoliques telles que les sucres, les protéines

et les pigments (Djeridane et al., 2005).

La méthode de Folin-Ciocalteu a été choisie pour doser les polyphénols pour les
raisons suivantes ; (i) c’est une méthode qui satisfait aux critéres de faisabilité et de
reproductibilité, (ii) la disponibilité du réactif de Folin-Ciocalteu et la méthode est bien
standardisée, (iii) la longueur d'onde maximum (765 nm) d'absorption du chromophore
permet de minimiser les interférences avec la matrice d'échantillon qui est coloré, (iv) c’est un
test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche d’antioxydants alimentaires a
travers le monde (Huang et al., 2005). Si le dosage de Folin-Ciocalteu est simple a mettre en
ceuvre et trés sensible, il n’est cependant pas specifique des polyphénols car il réagit avec les
acides aminés ; Tyrosine et Tryptophane des protéines. De telles interférences peuvent étre
négligées car ces acides aminés aromatiques sont en proportions trop faibles par rapport aux

composés phénoliques non protéiques dans les extraits (Boizot et Charpentier, 2006).

Les teneurs élevées en composés phénoliques par comparaison aux flavonoides sont

logiques étant donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des
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polyphénols. Ceci peut étre aussi expliqué par une augmentation du métabolisme phénolique
de la plante ; en plus, I’existence d’une liaison avec les conditions de culture et climatiques
dures telles que les températures élevées, la durée d’exposition solaire, la nature du sol,
I’altitude, la saison de croissance et de culture (Djeridane et al., 2005). Les parties aériennes
de T. polium recueillies dans la période de Mai a Juillet aura la plus grande quantité de
flavonoides totaux ; la période d'Aolt a Novembre est période de la fructification et n’est pas
pratique pour la collecte de la matiere végétale (Stefkov et al., 2009). La periode
d’échantillonage correspond a la phase de la floraison de T. polium, ces substances ont
tendance a s’accumuler dans les organes aériens (feuilles, tiges et fleurs) plutdt que dans la

partie souterraine (racines) au cours du printemps (Fertout-Mouri et al., 2014).

2. Activité antioxydante in vitro

La présence de différents composés connus comme antioxydants présents dans les
parties aériennes de la plante étudiée devrait étre évaluée par différents tests in vitro, pour
mieux expliquer leurs effets biologiques. Le test de réduction du radical DPPH est largement
utilisé pour I’évaluation des activités antioxydantes. Le DPPH est un radical libre qui accepte
un ¢lectron ou un atome d’hydrogene pour devenir une molécule stable non radicalaire. La
capacité de réduire ce radical est déterminée par la diminution de I’absorbance & 517 nm
induite par la substance étudiée (Baghiani et al., 2013). Les profils d’activité antiradicalaire
obtenus révelent que 1’extrait méthanolique de T. polium posséde une activité antiradicalaire

dose dépendante (Figure 17). L’ICso du TPME était égale a 47.67 + 2.31 pg/ml.
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Figure. 16 : Activité antiradicalaire de TPME. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

A des fins comparatives, plusieurs antioxydants standards ont été utilisés : 1’acide
gallique, la quercétine, la rutine et le BHT. Ils ont montré une activité antiradicalaire trés
puissante avec des ICsp de 1.27 pg/ml, 2.56 pg/ml, 5.58 pg/ml et 87 pg/ml, respectivement.

La literrature rapporte que des corrélations significatives ont été enregistrées entre les
capacités antioxydantes et la richesse de la matiére végétale en polyphénols et flavonoides au
niveau des parties aériennes des plantes surtout du genre Teucrium (tiges, feuilles et fleurs),
notamment les flavonoides telle que la rutine, la lutéoline, l'apigénine, la diosmétine,
I'nesperétine et I'harpagide (Aksoy-Sagirli et al., 2015). Il est par ailleurs connu que les
polyphénols ont des propriétés scavenger envers différents types de radicaux, ce qui leur
confére une grande capacité antioxydante (Khaled-Khodja et al., 2014). En fait, des études
antérieures réalisées par Sharififar et al. (2009) on montré que I'extrait méthanolique de
T. polium présente une trés importante activité antiradicalaire vis-a-vis du BHT (ICso de 20.1
+ 1.7 pg/ml vs 18.3 £ 1.9 pg/ml, respectivement). Le mécanisme d’action de 1’antioxydant sur
le DPPH dépend de la conformation structurale de I’antioxydant dont certains de ces
composés réagissent tres rapidement avec le DPPH, ainsi que la réduction d'un nombre de

molécules de DPPH est équivaut au nombre des groupes hydroxyles libres, en particulier 3-
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OH. Boumerfeg et al. (2012) ont signalé que l’activité antiradicalaire la plus grande
correspond a celle de I’extrait chloroformique qui renferme la teneur la plus élevée en
flavonoides en particulier aglycones qui sont des donneurs efficaces d’hydrogéne. Egalement,
Aouadhi et al. (2013) ont attribué I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de
T. polium de Tunisie vis-a-vis du DPPH (ICso =21 £ 0.5 pg/ml) a la forte teneur en composés
phénoliques de la plante. En fait, il existe une corrélation entre la teneur en composes

phénoliques et la capacité antioxydante des extraits de plantes.

3. Activité anti-hémolytique

L'activité antihémolytique de TPME est mesurée selon le protocole décrit par
Takebayashi et al. (2010). II s’agit de soumettre des hématies a une agression de type oxydatif
dans des conditions strictement contr6lées et standardisées. Dans ces conditions, les hématies
mettent en jeu tout leur équipement enzymatique et moléculaire pour résister a cette agression
jusqu’a ce que la membrane cellulaire soit modifiée au point de laisser échapper le contenu
cellulaire. L’analyse réalisée dans des microplaques de 96 puits permet le traitement d’un
nombre important d’échantillons. La mesure de la diminution de 1’absorbance a 630 nm
permet de suivre la disparition progressive des cellules. Ce test permet d’évaluer le pouvoir
anti-radicalaire des molécules naturelles a usage pharmaceutique in vitro et in vivo.
Théoriquement, la résistance antiradicalaire érythrocytaire doit conduire a une courbe avec un
temps de demi-lyse plus élevé chez les supplémentés comparativement a des témoins. Une
valeur d’HTsp €levée veut donc dire que I’extrait a efficacement renforcé le systéme anti-
radicalaire érythrocytaire.

Bien que I'hémolyse a une longue histoire d'utilisation dans la mesure des dommages
de radicaux libres et I’inhibition par les antioxydants, seulement quelques études ont été
réalisées sur des érythrocytes du sang total (Djeridane et al., 2010). Dans cette approche,

I’effet anti-radicalaire de TPME sur les érythrocytes des souris est évalué a partir des
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cinétiques d’hémolyse obtenues (Figure 18 et Tableau 12), il ressort que le traitement par
TPME a augmenté les valeurs d’HTso par rapport au témoin (HTso = 56.01 £ 5.93 min). Un

effet dose dépendant de I’extrait sur I’accroissement des défenses antioxydantes globales a été

remarqué.
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Figure. 17 : Cinétique d’hymolyse des globules rouges en absence (Témoin) et en présence de Vit C et de
TPME respectivement. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n = 5).
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Tableau 12 : Temps de demi-hémolyse (HTso) pour les différentes concentrations étudiées de TPME
et Vit C. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n = 5).

[C] ng/ml TPME Vit C
10.59 pg/ml 56.648 + 2.38"™ 64.99 + 4.46™
21.18 pg/ml 63.542 + 4.12" 67.50 + 3.91"
42.37 pg/ml 69.62 + 1.67 68.57 +4.43"
84.74 pg/ml 73.32+3.21™" 71.99+7.79™

Les comparaisons sont effectuées par rapport au témoin. **: p <0.01, *** : p < 0.001,
ns: non significatif.

Pour voir s’il existe une corrélation linéaire entre la concentration de 1’extrait et le
temps de demi-hémolyse (HTs), les valeurs de At sont été relevées; At= HTsq (extrait) - HTsg
(témoin), la relation entre At et les concentrations d’extraits est montrées dans la figure 19.
Une bonne linéarité est observée pour cet extrait (R*= 0.836). La durée d'inhibition
supplémentaire produite par les concentrations croissantes de TPME est : 0.64, 7.53, 13.61
et 17.31 min, respectivement (Figure 19). Le TPME a provoqué une inhibition supplémentaire

meilleure que celle de I’antioxydant standard, la vitamine C.

Mahmoudi et Nosratpour (2013) ont rapporté que les parties aériennes de T. polium
sontriches, en plus des flavonoides, en huiles essentielles qui ont montré une bonne activité
antioxydante in vitro. Par conséquent, il serait raisonnable de supposer que les propriétés
antioxydantes d'un extrait hydro-alcoolique de T. polium peuvent étre attribuées a la présence

de ces composants flavonoidiques.

61



Résultats et discussion

At (min)

L J
y=0,2037x+1,6821
R?= 0,8367
L
0 20 40 60 80 100
Concentration {ug/ml)
VITC

18
16
14
12 y = 0,0862x + 8,8286
10 é R2= 0,9483

8

6

4

2

0

20 40 60 80 100

Concentration pg/ml

Figure. 18 : Relation entre la valeur At et la concentration de TPME et Vit C. La suspension érythrocytaire est
incubée avec t-BHP en présence d’extrait (10.59, 21.18, 42.37 et 84.74 pg/ml) a 37°C, (HTsp) témoin =
56,01 £ 5,93.

4. Activité antioxydante in vivo

4.1. Effet sur la capacité antioxydante totale du sang

Les cinétiques obtenues de disparition des hématies suivie par la diminution de

I’absorbance a 630 nm sont montrées dans la figure 19. Il parait que le traitement par le

TPME pendant 21 jours entraine un decalage des sigmoides d’hémolyse vers la droite et donc

un retardement de 1’hémolyse.
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Figure. 19 : Cinétique de I’hémolyse provoquée par le t-BHP des groupes traités par ; NaCl 0.9% (CNTL), Vit
C (50 mg/kg) et TPME (100 mg/kg). Les valeurs sont les moyennes + SEM (n = 9-10).

Les valeurs d’HTsp calculées révelent un prolongement du temps de demi hémolyse
chez le groupe traité par rapport au groupe contréle (Figure 21). Pour les souris du groupe
traité par 100 mg/kg, le TPME a causé un prologement du temps de I’hémolyse (HTso=179.6
+ 10.39 min) est statistiquement significative (p < 0.05) en comparant au groupe témoin (HTs

=146.5 £ 1.77 min). La Vit C a provoqué un retardement non significatif de I'hémolyse (HTso

= 158.2 + 3.849 min).
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Figure. 20 : Temps de demi-hémolyse (HTso) pour les différents groupes traités par; NaCl 0.9% (CNTL), Vit C
(50 mg/kg) et TPME (100 mg/kg). Les valeurs sont les moyennes + SEM (n = 9-10). Les comparaisons
sont effectuées par rapport au groupe CNTL. *: p < 0.05, ns: non significatif.

Les effets protecteurs de TPME peut étre dus a : (1) la qualité de leur contenu en
composés phénoliques, parce qu'il n'y a pas de corrélation significative entre I'effet de anti-
hémolytique de I’extrait et sa teneur en ses composés (Blasa et al., 2007 ; De Marino et al.,
2012), et/ou (2) la différence dans le degré de penétrations des molécules actives dans les
érythrocytes. 1l a été démontré que la liaison des flavonoides aux membranes des globules
rouges inhibe de maniere significative la peroxydation des lipides, et en méme temps améliore
leur intégrité contre la lyse (Tabart et al., 2009 ; Kitagawa et al., 2004). 1l a été rapporté que
I'extrait méthanolique de T. polium protége les globules rouges contre la superoxydation
lipidique induite par 10 mM de peroxyde d'hydrogéne. Egalement, les extraits aqueux de
T. polium inhibent la peroxydation des lipides dans les homogénats de foie des rats en

comparant au Trolox (Boumerfeg et al., 2012).

4.2. Effet sur la capacité antioxydante plasmatique vis-a-vis du radical DPPH

Pour évaluer I’efficacité d’un traitement antioxydant, I’effet scavenger du radical
DPPH est mesuré. Cette méthode est largement utilisée pour évaluer I’activité antioxydante
des extraits de plantes et des aliments. L’administration de 100 mg/kg de TPME a entrainé

une augmentation de la capacité antioxydante plasmatique (28.64 + 5.84%), par rapport au
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groupe contr6le témoin (21.42 + 0.043%), mais reste non significative. L’administration de 50
mg/kg de Vit C augmente significativement la capacité plasmatique jusqu’a 47.27 = 0.017 %
(p <0.01). La comparaison de I’activité antioxydante in vitro et in vivo indique que le TPME
a gardé les mémes propriétés. En comparant la capacité antioxydante plasmatique en utilisant
le radical DPPH avec le test de la capacité antioxydante totale du sang, on constate que la
dose de 100 mg/kg de I’extrait TPME cause une augmentation de la capacité antioxydante

plasmatique (= 179 min) et la capacité antioxydante totale du sang (= 29 %).

Krishnaiah et al. (2011) ont publié que I'extrait aqueux de T. polium présente une
importante activité antioxydante in vitro et peut inhiber efficacement les processus oxydatifs.
Egalement, I’extrait éthanolique présente la méme activité antioxydante que 1’a- tocophérol.
L'extrait de T. polium administré aux rats (50 et 100 mg/kg), a augmenté significativement le
pouvoir antioxydant total (TAP) et diminué les substances réactives a l'acide thiobarbuterique

(TBARS) par rapport au control (Hasani et al, 2007).

4.3. Pouvoir réducteur plasmatique évalué par la technique de FRAP

Un autre aspect a été visé pour mieux évaluer 1’effet antioxydant in vivo du TPME
utilisant la technique FRAP initialement décrite par Benzie et Strain (1996). Cette technique
permet de mesurer la réduction du Fe** (fer ferrique) en Fe** (fer ferreux) en présence
d’antioxydants. Comme on peut l'observer (Tableau 13), le pouvoir réducteur (PR) continue a

augmenter apres 4 minutes de réaction et méme double a 30 minutes pour le TPME.

Tableau 13 : Pouvoir réducteur (PR) par le FRAP (mmol/ul) des groupes traités avec NaCl 0.9 %
(CNTL), Vit C (50 mg/Kg) et le TPME (100 mg/Kg).

4 min 30 min
CNTL 3.83+0.50 9.98 +0.16
TPME 4.05+1.17"™ 11.07 +1.19™
Vit C 5.35+0.34 12.81+0.76"

Les comparaisons effectuées contre le groupe CNTL. "z p < 0.05, ns : non significatif. (n = 9-10).
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5. Activité anti-inflammatoire

L’effet anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique de T. polium a été évalué en se
basant sur la mesure de 1’cedéme de 1’oreille induit par le PMA chez les souris comme modéle
d’inflammation aigué. L'application locale du PMA a induit une réponse inflammatoire de
longue durée, résultant probablement de I’activation de la protéine kinase C (Kang et al.,
2008). Les souris du groupe témoin ayant re¢u uniquement la solution d’acétone contenant le
PMA ont développé au bout de six heures un cedéme au niveau de I’oreille gauche caractérisé
par une augmentation de 1’épaisseur de 0.304 + 0.051 mm. Chez les souris du groupe injecté
par le Diclofénac, une réduction significative de I’inflammation a été constaté ou
I’augmentation de 1’épaisseur six heures aprés I’induction de 1’inflammation est de 0.128 +
0.033 mm. L’injection du TPME a atténué significativent 1’inflammation par rapport aux
souris du groupe témoin (0.238 + 0.005 mm). D’autre part et en se basant dur le poids de
I’cedéme, le TPME a 100 mg/kg a réduit I'eedéme de l'oreille de 7.26 £ 0.15 mg pour le

témoin PMA a 5.92 £ 0.11 mg. Le Diclofénac a réduit le poids a 4.44 + 0.13 mg (Figure 21).
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Figure. 21 : Pourcentage d’inhibition de poids et d’épaisseur d’cedéme des groupes traités avec le Diclofénac
(10 mg/kg) et le TPME (100 mg/kg), Les valeurs sont les moyennes + SEM (h= 8). Les comparaisons
sont effectuées par rapport au groupe Diclofénac. ™ p < 0.001.
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Les résultats obtenus ont une corrélation avec la teneur en polyphénols et en
flavonoides du TPME. Les plantes a haute teneur phénolique ont été communément utilisées
pour le traitement de nombreuses maladies (Kosti¢ et al., 2015). En effet, ces composés
phénoliques exercent diverses activités biologiques, notamment antinociceptive (Abdollahi et
al., 2003), analgésique (Pourmotabbed et al.,2010) et anti-inflammatoire (Oroian et Escriche,

2015).

L’analyse histopathologique a montré que toutes les oreilles droites (témoins négatifs)
ne présentent pas de signes d’inflammation (Figures 22, 23 et 24). Cependant, I'examen des
oreilles gauches a révélé un recrutement important des leucocytes polynucléaires dans le
derme accompagneé par la perturbation du tissu conjonctif et la formation d’un cedéme. Le
traitement par le TPME a entrainé une diminution modérée de ’infiltrat inflammatoire mais

avec une persistance de I’cedéme (Figure 24), par contre I’injection de Diclofénac, a conduit a

une diminution importante des leucocytes.

Figure. 22 : Coupes histologiques des oreilles des souris maéles témoin trait¢ avec 1’eau physiologique. Coloration
hématoxyline/ éosine.Grossissement 20X. OD : Oreille droite qui a recu le véhicule (DMSO), OG : oreille

gauche recevant du PMA. PNN : polynucléaire neutrophile.
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Figure. 23 : Coupes histologiques des oreilles de souris males traitée avec le Diclofénac. Coloration éosine
hématoxyline/Grossissement 20X. OD: Oreille droite qui a regu le véhicule (DMSO), OG : oreille gauche qui a
recu du PMA.
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Figure. 24 : Coupes histologiques des oreilles de souris méles traitées avec une dose de 100 mg/kg d’extrait méthanolique
de T. polium (TPME). Coloration éosine hématoxyline/Grossissement 20X. OD : Oreille droite qui a recu le
vehicule (DMSO), OG : oreille gauche qui recut du PMA.

A notre connaissance, c’est la premiére fois que I’effet anti-inflammatoire de T. polium
a été étudié, in vivo, en utilisant le PMA comme inducteur de I’inflamation chez la souris
comme modele expérimental. Bien que Pourmotabbed et al. (2010) suggérent que certains
flavonoides de T. chamaedrys (espece voisine de T. polium) bloquent a la fois les deux

enzymes : la cyclo-oxygénase a une concentration élevée et une faible concentration la lipo-
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oxygénase dans la cascade du métabolisme de I'acide arachidonique chez des rats développant
des cedémes de la patte induit par le carragénine, il semble que son effet anti-inflammatoire
pourrait &tre ainsi commenté par sa richesse en triterpénoides intervenant au cours de la phase

de libération des prostaglandines (Pourmotabbed et al. 2010).

6. Effet hypouricémiant et évaluation de la fonction rénale

Les agents antihyperuricémiants sont couramment utilisés pour le traitement de la
goutte et I’arthrite chronique comme les agents uricosuriques (urico-éliminateurs), les
inhibiteurs de la XOR et de l'urate oxydase. Cependant, I’utilisation de ces agents
antihyperuricémiques est limité a cause de leurs effets secondaires et interactions
médicamenteuses, potentiellement graves (Silva et al., 2013 ; Liu et al., 2014). De ce fait, la
recherche de meilleurs agents antihyperuricémiants est fortement demandée. La présente
étude présente un effort pour évaluer I’effet hypouricémiant du TPME et de chercherde
nouvelles molécules a base de plante médicinale qui pourrait faire des progrés dans la lutte
contre la goutte.

L’hyperuricémie est induite par I’injection intrapéritoniale de 1’oxonate de potassium
qui est un inhibiteur compétitif d’uricase hépatique qui bloque partiellement la conversion de
’acide urique en allantoine et donc augmente le taux de 1’acide urique dans le sang des souris
en donnant un modele animale hyperuricémiant (Osada et al., 1993 ; Huang et al., 2011).
L’acide urique, 1'urée et la créatinine sont dosés a la fois dans le plasma et le surnageant du

foie.

Les résultats montrent que la valeur de 1’acide urique plasmatique du groupe témoin
est de 1.48 £ 0.07 mg/L, alors que pour le groupe qui a recu I'oxonate de potassium (OP), le
taux est considérablement augmenté: 6.33 + 0.46 mg/L deux heures aprés 1’injection
intrapéritonéale d’oxonate de potassium, ce qui indique le succeés de I’induction de
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’hyperuricémie. A partir des résultats obtenus (Figure 26), il apparait que le traitement par
TPME a diminué significaivement (p < 0.01) d’acide urique plasmatique (3.3 + 0.18 mg/L) en
comparaison avec le témoin. Pour le groupe OP, le taux d’acide urique plasmatique a
augmenté de 4 fois et presque 2 fois pour le surnageant du foie (31.36 + 5.4 mg/L),
I’administration de 10 mg/kg d’allopurinol a diminué le taux d’acide urique vers le normal

(1.89 £ 0.32 mg/L, 16.36 £ 1.03 mg/L, respectivement pour le plasma et le surnageant).
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Figure 26 : Concentration d’acide urique plasmatique et hépatique des groupes traités avec NaCl 0.9 %
(Témoin), OP (200 mg/kg), OP+Allopurinol (10 mg/kg), OP+TPME (100 mg/kg). La comparaison par
rapport au groupe allopurinol, ~ : p<0.01, " : p <0.001, ns: non significatif.

L'hyperuricémie est la pathologie la plus citée impliquant la XOR (réduit
I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique). Pour mieux argumenter les
résultats trouvés d’hypouricémie, on doit faire appel a I’inhibition de I’activité enzymatique
de la XO. L’activité inhibitrice de la XO par le TPME a été évaluée in vivo en utilisant des
modeles expérimentaux hyperuricémiques tout en mesurant le taux d’acide urique dans le
plasma et le surnageant du foie. En effet, L’effet inhibiteur de 1’extrait méthanolique de la

plante sur I’activité de la XO a été déja évalué in vitro par Boumerfeg et al. (2012) en suivant

la diminution de la production de I’acide urique a 295 nm (ICsp TPME = 10.59 + 0.58 uM,
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ICso Allopurinol = 57.114 + 1.093 uM). Partant du fait qu’une substance pouvant étre trés
active in vitro, risque de perdre cette activité une fois pénétrée dans le corps, et vice-versa, la
présente étude a permis de prouver pour une premiere fois que son effet inhibiteur , voire

indirectement, est gardé in vivo.

La XO est présente dans presque tous les tissus des mammiferes (plasma des souris,
rats et autres espéeces), le plus haut niveau dans le foie, l'intestin et le lait. Comme le foie fut le
principal organe du métabolisme, la XO y est habituellement présente a hauts niveaux.
L’augmentation de l'activité de la XO plasmatique est accompagnée d’une diminution de celle
hépatique qui peut étre expliquée par la libération de la XO dans le sang a la suite de
l'augmentation de la perméabilité de la sa membrane cellulaire au cours du métabolisme
hépatique accéléré (Huang et al., 2011).

Des chercheurs ont montré que les flavonoides peuvent agir sur I’activité de la XO
et par conséquent, faire régresser la maladie de la goutte en réduisant a la fois les
concentrations de 1’acide urique et I’activité de la XO humaines (Zhu et al., 2003 ; Huang et
al.,, 2011). En effet, la diminution trés significative de 1’acide urique plasmatique chez les
souris hyperuricémiantes traitées par le TPME peut étre expliquée soit par I’inhibition de la
XO soit par I’inhibition de ’'une des voies de synthése de 1’acide urique (Yu et al., 2006). Les
présents résultats sont en accord avec ceux publiés par Saghafi et al. (2013) qui ont montré
que les polyphénols et plus particulierement les flavonoides, sont doués d’activité
antioxydante non seulement parce qu'ils agissent comme piégeurs de radicaux libres, mais
aussi de leur aptitude a inhiber 1’activité de la XO (inhibition de 11.44% & 91.45%). Haidari
et al. (2009) ont également interprété les niveaux d'acide urique reduits chez des rats

hyperuricémiques par l'inhibition de l'activité enzymatique de la XO.
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Li et ses collaborateurs (2011) ont montré que l'induction de I'hyperuricémie par
I'oxonate de potassium provoque un dysfonctionnement rénal et par conséquent il augmente le
taux d'acide urique et de la créatinine ce qui concorde avec les résultats obtenus. En pratique
clinique, environ 90 % des patients souffrant de goutte sont attribués a des sur-excrétions
d’acide urique. Les systémes de transport d'urate des souris sont similaires a ceux des
humains. En général, un dysfonctionnement rénale est caractérisé par des élévations de la
créatinine plasmatique chez les souris traitées d’oxonate de potasium (Hua Hu et al., 2010).
Le TPME et I'allopurinol n'ont pas diminué le taux de la créatinine plasmatique (Figure 27).
Cependant, le taux d'urée a diminué par rapport aux souris témoins normales. En les
comparants au groupe “OP” (0.48 g/L), le TPME a diminué¢ le taux d’urée mais cette
diminution reste non significative.Le niveau de la créatinine et de l'urée était normal chez les

souris hyperuricémiantes traitées par 1’allopurinol a 10 mg / kg (Figure 27).
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Figure 27 : Evaluation de la fonction rénale par le dosage de ’urée et la créatinine. La comparaison contre le
groupe témoin. ~p < 0.05, p < 0.001, ns: n’est pas significatif.

Dans les dernieres décennies, la relation entre I'hyperuricémie et la progression de la
maladie rénale a été largement observée dans des études cliniques et expérimentales.
L’hyperuricémie joue un rdle important dans les 1ésions rénales. Cependant, les mécanismes
d’action ne sont pas encore élucidés (Huang et al., 2014). L'échec rénal est la cessation de la

fonction rénale qui peut étre aigu ou chronique. Dans les atteintes rénales aigués, il ya perte
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rapide de la fonction rénale dans les premiéres heures ou quelques jours, bien que la condition
est potentiellement réversible et une fonction rénale normale peut étre reprise. Les lésions
rénales peuvent étre accompagnées par une augmentation de la créatinine et de 1’urée qui sont
considéré comme excellents indicateurs pour I’évaluation de la fonction rénale (Trabsa et al.,
2015).

La creatinine est une molécule azotée produite par I'organisme par l'intermédiaire du
catabolisme de la créatine qui est un composé protéique contenu dans le tissu musculaire. La
créatinine est une molécule physiologiqguement inerte. Cela signifie qu'elle n'est ni
métabolisée, ni utilisée d'une quelconque maniere par l'organisme. Elle est strictement
éliminée par les reins. Son dosage est employé dans I'évaluation de la fonction rénale et plus
particulierement dans I'estimation du débit de filtration glomérulaire. L urée présente la forme
principale d’élimination de 1’azote, synthétisée lors du catabolisme des protéines par le foie,
c’est 'un des premiers marqueurs qui a €été utilisé pour mesurer le débit de filtration
glomérulaire. Une teneur élevée indique généralement une atteinte glomérulaire, mais la
concentration peut étre aussi modifiée par une alimentation inadéquate ou par une hépato

toxicité (Jetanalin et Lee, 2013; Newcombe, 2013).

7. Evaluation toxicologique

7.1. Toxicité aigué et estimation de la DLsg

Les souris males et femelles ont été observées individuellement pendant les 30
premiéres minutes et régulierement pendant les premieres 24h apres I'administration par IP le

TPME, les signes, symptdmes et pourcentage de mortalité sont énumérés dans le tableau 14.
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Tableau 14 : Symptémes de toxicité aigué observés avec le TPME.

Doses Signes et symptomes Temps % de mortalité
(mg/kg)
Male Femelle
0 Normal - 0 0
(NaC19%o)
100 Souris stressées 1% min 0 0
150 Poils piqués, souris stressées 1" min 0 0
200 Poils piqués, souris stressées 1" min 10 0
250 Poils piqués, souris stressées 30 min 10 0
300 Poils piqués, immobilisation des souris 6 jours 10 0
350 Poils piqués, respiration laborieuse 2 jours 20 0

Poils piqués, respiration laborieuse, )
400 tremblement, paralysie, irritabilité et mortalité 2et4jours 50 20

Le TPME a été administré en dose unique par voie intra péritoneale aux souris (10 par lot/100 ul IP). Toutes les
souris traitées ont été examinées pour déceler tous signes de toxicité pendant 14 jours.Les souris qui ont survécu
étaient apparemment en bonne santé.

La carte clinique des rats femelles traités par le TPME dans les conditions de toxicité
aigué, s’est caractérisée par une accélération du rythme cardiaque, une détresse respiratoire,
paralysie des pattes, des convulsions dues probablement a D’atteinte du systéme nerveux
central par blocage de la production de I’acétylcholine dans les synapses du systeéme nerveux
central (Goulle et al., 2004). Les animaux meurent généralement par arrét respiratoire associé
a des convulsions, alors que la majorité des animaux survivants recouvrent une apparence
4éme

normale jusqu’aux 1 jours.

Les résultats de la DLsp chez les souris traitées par voie intrapéritonéale de TPME
présentés dans la courbe dose/réponse (Figure 28) sont 442,81 et 686,77 mg / kg de poids
corporel chez les souris males et femelles, respectivement determinées par la méthode de

probits (méthode des moindres carrés, Méthode de Finney), (Tableau 15).
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Analyse par la méthode de probits

— Ligne de régression (Dose prédite)
—— Dose (points expérimentaux)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 A
Stimulus (Dose)

Analyse par la méthode de probits

—— Ligne de régression (Dose prédite)

90 Dose (points expérimentaux)

801

o
o

Reponse {256)
N wl
o (=]

20

10¢

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 B
Stimulus (Dose)

Figure 28 : Courbe dose réponse chez les souris méales (A) et femelles (B) traités par voie intrapéritonéale par le
TPME.
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Tableau 15: Détermination des différentes doses létales (DL) de TPME chez les souris par la
méthode de probits-Méthode des moindres carrés (distribution normale).

DL Male Femelle
DL 4 181.54 357.61
DL 46 229.66 429.96
DL ¢ 442 .81 686.77
DL g4 571.28 943.57
DL o 619.41 1015.92
DL 100 656.69 1071.98

Au terme de cette experience, il ressort que T. polium est une plante modérément
toxique selon 1’échelle de classification de Hodge et Sterner (Djyh et al., 2010). Le caractere
modéré de sa toxicité conférerait & ce phytomédicament la possibilité d’un usage
thérapeutique qui devrait étre sans danger a des doses inférieures a 442.81 mg/kg du poids
corporel. Les résultats trouvés sont comparés aux travaux précédents résumés dans le tableau
16. Les autres souris qui ont survécu, restaient vivantes durant les 14 jours d'observation et ne
montraient pas de changements dans le comportement, I'alimentation et la consommation

d'eau (Twaij et Al-Dujaili, 2014).
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Tableau 16 : Approche comparative des valeurs de DLsg des différents extraits de T. polium.

Espéces/Sexe Types d’extrait DL, Références

Rats male Albino Ethanolique Apres 24 h, 262.0 mg/kg  Khleifat et al., 2002

wistar

Rats males et Equeux Aprés 14 jours, Rasekh et al., 2005

femelles Sprague- > 80/kg

Dawley

Rats males Albino Ethanolique Aprés 48 h, Hasani et al., 2007

i 0,

wistar (80%) > 2000 mg kg

Souris males BALB/c  Lyophilisat Apreés 24 h, Abu Sitta et al., 2009
aqueux 3.15 g/kg

Souris males Albino Hydro- Aprés 72 h, Zendehdel et al., 2011

NMRI (Male N-Mary  éthanolique > 6.4 glkg

rats)

Souris males albino Agueux Apres 24 h, Twaij et Al-Duijaili ;

wistar 380 mg/kg 2014

7.2. Chronologie de I’évolution pondérale

Le suivi de la variation de la masse corporelle des animaux au cours de 1’expérience
de toxicité aigué n’a démontré aucun changement significatif durant les sept jours du

traitement par rapport aux témoins (Tableau 17).

Tableau 17 : Effet du traitement aigu sur le poids (g) des groupes ; Témoin (NaCl) et traité avec le
TPME (100 mg/kg).

Sexe Male Femelle
Jours Témoin 100 mg/kg Témoin 100 mg/kg
0 31.09+2.19 32.87+3.21 28.40 £ 1.65 30.26 £1.78
7 35.81+5.19 37.76 £ 2.29 28.31+1.50 29.32 +2.09

Les valeurs sont la moyenne = SEM, n = 10.
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L’évolution pondérale des animaux traités dans les conditions de toxicité chronique a

démontré qu’il n’y a pas de diminution significative durant le traitement (Figure 29).

50- A _
- Témoin
45- - 50 mg/kg
— I I ; 75 mg/kg
= 40- / i—\ T //"
§ —_— I%L M/ -
8 351 i’/"‘u‘ =
L =
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Figure 29 : Changement du poids corporel des souris males (A) et femelles (B) dans les conditions de toxicité
chronique par le TPME. Les valeurs sont la moyenne + SEM.

Les résultats ne sont pas concordants a ceux publiés par Rasekh et al. (2005) qui ont
montré une diminution significative du poids total chez les rats femelles avec la dose 100
mg/kg d’extrait aqueux de T. polium pour les 21°™ et 44°™ jours de I’étude. Skouti et al.
(2012) travaillant sur I’effet des huiles essentielles extraites des parties aériennes de T. polium

de Syrie chez des rats males blancs ont également rapporté une réduction du poids des rats
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traités avec les doses les doses 50, 100 et 200 mg/kg. Ces différences peuvent étre dues soit a
la composition des deux extraits (méthanolique ou aqueux) soit & I’animal utilisé (souris

et rats).

7.3. Masses relatives des organes

L’examen macroscopique des différents organes prélevés in situ, a montré que la
taille, la forme et le poids sont normaux a I’exception de quelques taches bleuatres
et hémorragiques des poumons de quelques souris ont été enregistrés. Les valeurs des masses
relatives des organes (ovaries/testicules, reins, rate, foie, poumons, cceur et cerveau) ne
montrent aucunes modifications significatives chez les deux sexes de souris traitées dans les
conditions de toxicité aigué (7 jours) et chronique (30 jours) par rapport aux témoins. Le
poids de l'organe peut étre l'indicateur le plus sensible apreés exposition a un composé
expérimental, des différences significatives dans le poids des organes entre les animaux traités
et non traités (témoin) peuvent se produire en I'absence de toute modification morphologiques
(Uduak et al., 2013). Les resultats de la masse relative de la toxicité aigué et chronique sont

illustrés dans les figures 30, 31, 32 et 33.

80



Résultats et discussion

A B
0.008 0.006+
—_—
L | o
3 0.006- S
2 > 0.004
8 ke
S 0.004 °
(] [
§ § 0.002
< 0.0021 g
0.000 T 0.000 T
Q \ Q
N
Doses (mg/kg) Doses (mg/kg)
0.020- b
[ 0.0157 E
S 0.015- o
2 ®
k] 2 0.0104 e
T 0.0104 B
A o
@ o
< 0.005 2 0.0054
©
=
0.000 T
N 0.000 T
Q
Doses (mg/kg)
Doses (mg/kg)
E G
0.005- 0.015-
— 1 —_
2 0.004 <
[} K
2 > 0.0104
= 0.0034 =
© ©
@ 0.002- @
@ 2 0.0054
[1+] oo}
= 0.0011 =
0.000 T 0.000 T
Q N\ Q O
N N
Doses (mg/kg) Doses (mg/kg)
C
0.08-
S 4
S 0.06
2
ke
D 0.044
()
(2]
8
< 0.024
0.00 T
Q Q
>

Doses (mg/kg)

Figure 30 : Valeurs de la masse relative des organes des souris males pour les différentes doses au cours du
traitement aigu avec le TPME. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n = 7-8). Organes : A, testicules ;
B, reins ; C, rate ; D, foie ; E, poumons ; F, cceur ; G, cerveau. Les groupes : témoin (0) et traité (100
mg/kg).
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Figure 31 : Valeurs de la masse relative des organes des souris femelles pour les différentes doses au cours du
traitement aigu avec le TPME. Les valeurs sont les moyennes £ SEM (n = 7-8) .Organes : A, ovaires ; B, reins ;
C, rate ; D, foie ; E, poumons ; F, cceur ; G, cerveau. Les groupes : témoin (0) et traité (100 mg/kg).
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Figure 32 : Valeurs de la masse relative des organes des souris males pour les différentes doses au cours du
traitement chronique avec le TPME. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n = 7-8) .Organes : A, ovaires ;
B, reins ; C, rate ; D, foie ; E, poumons ; F, cceur ; G, cerveau. Témoin (0) et traités (50 et 75 mg/kg).
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Figure 33 : Masse relative des organes des souris femelles pour les différentes doses au cours du traitement
chronique avec le TPME. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n = 7-8). Organes : A, ovaires ; B, reins ;
C, rate ; D, foie ; E, poumons ; F, cceur ; G, cerveau. Témoin (0) et traités (50 et 75 mg/kg).
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7.4. Effets du TPME sur les parametres biochimiques

Les études sériques effectuées sur les souris males et femelles traitées par TPME ne

montrent aucun changement significatif des parametres doses pendant 7 jours de traitement.

Ces résultats sont présentés dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Analyses biochimiques de traitement aigu des souris males et femelles par NaCl 9%o
(témoin) et le TPME avec la dose 100 mg/kg (IP, n = 8).

Parametres Male Femelle
Biochimiques

Témoin 100 mg/kg Témoin 100 mg/kg
Urea (gr/ L) 0.58 +£0.03 0.57 £0.04 0.53+£0.03 0.54 £0.03
Chol (gr/ L) 1.373+0.11 140+0.11 0.89+0.04 0.81+0.03
TG (gr/ L) 0.87+0.05 0.81+0.04 1.05+0.08 1.54+0.01
ALP (UI/L) 101.3 £ 4.47 100.3+8.41 273.6 £ 20.40 245.8 + 16.86
TGO (UI/L) 410.8 £ 24.50 382.5+21.83 159.0 + 15.57 214.3+13.20
TGP (UI/L) 81.57 £ 2.05 79.57 £ 6.85 4150+ 3.12 37.14 + 2.68
Creat (mg/ L) 4.25+0.16 422 +0.15 6.86 £ 0.26 6.88 £0.39
Glu (gr/ L) 1.95+0.12 1.99 +0.12 1.62 +0.07 1.79 +0.06
Na (meg/l) 179.0 £ 7.02 175.0+ 351 159.0+ 151 154.8 £ 2.23
K (meg/1) 7.725+0.96 7.429+0.79 5.78 +0.34 5.79 +0.19

Les données sont exprimées par moyenne + S.E.M.

Toutefois, les valeurs d’urée avec la dose 75 mg/kg, TGO et TGP avec la dose 50

mg/kg des souris femelles et TGO des souris males traitées avec la dose 50 mg/kg dans les

conditions de toxicité chronique par le TPME, sont significativement augmentées par rapport

aux non traitées. Ainsi qu’une diminution significative du taux de cholestérol avec les deux

doses testées comparés aux témoins a été enregistrée (Tableau 19).
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Tableau 19 : Analyses biochimiques de traitement aigu des souris males et femelles par NaCl 9%o

(ttmoin) et le TPME avec les doses 50 et 75 mg/kg (IP, n = 8).

Paramétres Male Femelle
Biochimiques

Témoin 50 mg/kg 75 mg/kg Témoin 50 mg/kg 75 mg/kg
Urea (gr/ L) ND ND ND 0.56 + 0.02 0.69 £ 0.04 0.77 £0.07*
Chol (gr/ L) 1.47 +0.09 1.13+0.06** 1.08+0.04** 1.24+0.01 0.97 + 0.04* 0.98 + 0.04*
TG (gr/ L) 1.60 +0.07 1.53+0.06 1.62+0.14 1.10+0.05 0.87 £ 0.05 1.24+0.15
ALP (UI/L) 1145+18.08 89.83+14.10 71.20+10.87 251.0+10.16 230.1+8.20 252.3+17.05
TGO (UI/L) 193.7+15.93 257.2+14.11* 196.2+14.88 191.0 +8.90 243.2+8.003**  188.6 + 10.96
TGP (UI/L) 33.33+154 3820+3.26 3280+7.08 46.43%2.60 59.13 £1.06** 50.67 +4.38
Creat (mg/ L) 1046 +1.15 7.95+0.68 10.06 £2.29  9.83+0.67 11.92 + 0.56 12.37£1.94
Glu (gr/ L) 0.99 + 0.05 0.76 £ 0.07 0.94 +0.09 1.11+0.17 1.31+0.17 1.34+0.25
Na (meg/l) 171.70£2.03 166.90+2.48 164.10+4.07 172.6+3.37 1729+ 0.79 169.3 £5.84
K (meg/l) 5.47 +0.22 5743+£0.27 6.23%£0.25 5.06 £ 0.23 5.50 + 0.25 6.23 £ 0.96

Les données sont exprimées par moyenne + S.E.M. * p <0.05, ** p <0.01. ND: non déterminé.

L’¢lévation significative du taux de ’urée chez les souris femelles traitées avec la
dose de 75 mg/kg de TPME peut étre expliquée par une augmentation de dégradation des
composés protéiques, mais aussi par une atteinte de la fonction rénale et un
dysfonctionnement de la filtration glomérulaire dans la rétention des substances, y compris
I'urée, ce qui pourrait étre responsable des hauts niveaux d'urée. D’autres parts, les taux élevés
d'urée dans le plasma pourraient étre dues a la destruction des hématies (Wasnaa Hatif, 2010).
Les présentes données concordent avec les résultats de Rasekh et al. (2005) et Iriadam et al.

(2006) qui ont montré une augmentation significative du taux d’urée et créatinine chez les

lapins rendus diabétiques aprés traitement par 1’extrait aqueux de T. polium (82 mg/kg).

Le taux du cholestérol a été sensiblement réduit aprés traitement chronique par le
TPME avec les deux doses chez les deux sexes de souris utilsés (22 %). Ceci est en accord
avec les observations d’Abu Sitta et al. (2009). Rasekh et ces collaborateurs (2001) qui ont
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également montré que I’extrait aqueux de T. polium cause une réduction de 29-46% du taux
du cholestérol total chez les rats hyper-lipidémiques avec les doses 100 et 150 mg/kg
administré par voie intra-péritonéale pendant 10 jours, et ont attribué cette diminution a la
présence de quelques flavonoides doués de propriétés anti hyper-lipidémiques. Selon Mousavi
et al. (2012), I’effet hypolipémiant d’extrait d’actate d’éthyle de T. polium chez des rats males
alimentés par 50 % de succhrose dans l'eau potable pendant 10 semaines ensuite traités
oralement avec les doses 50, 100 et 200 mg/kg pour deux autres semaines, est possiblement

relié a la présence de flavonoides.

Skouti et al., (2012), ont enregistré une diminution significative du taux du cholesterol
chez les rats traités par voie IP pendant 21 jours avec les doses 50 et 100 mg/kg. Cependant,
Shahraki et al. (2007) ont révélé que des rats diabétiques nourris par les parties aériennes de
T. polium (50 mg/kg/mois), ont présenté des cencentrations élévées du cholestérol et des
triglycérides. Ces controverses peuvent étre expliqués par la différence les méthodes
d’extraction adoptées (Vahidi et al., 2010) et/ou aux criteres géographiques du milieu de
croissance de la plante. D'autres études s’averent nécessaires pour déterminer les mécanismes

d'action et d'évaluer le potentiel de T. polium pour la gestion des conditions d’hyperlipidémie.

Les enzymes hépatiques sont sensiblement augmentées chez les deux sexes traités
avec la dose 50 mg de TPME /kg des poids corporel durant les 30 jours de traitement. En
effet, au cours d’une Iésion hépatocellulaire des activités sériques de la TGO, TGP et PAL
sont augmentées (Abdollahi et al., 2013). Ces perturbations peuvent indiquer des dommages
aux tissus du foie probablement modifiée par la perméabilité de la membrane cellulaire ; par
conséquent, elles conduisent a la fuite des enzymes des tissus vers la circulation sanguine.

L’alanine et I’aspartate aminotransférases sont considérés comme des bio-indicateurs
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sensibles de lésions hépatocellulaires et dans la limite peuvent fournir une évaluation

quantitative de I'ampleur des dommages au foie (Uduak et al., 2013).

Les présents résultats concordent avec les travaux de Mattéi et al. (1995) qui ont
trouvé que l'ictére apparait 5 a 10 jours apres traitement par la plante accompagnée par une
élévation progressive du taux des TGO, TGP et PAL. Toutefois, Rasekh et ces collaborateurs
(2005) ont montré que la TGP ne s’élevé qu’avec la dose 300 mg/kg et aprés un traitement
chronique de 44 jours. Cependant, Mazokopakis et al. (2005) rapportent qu’un
dysfonctionnement du foie apparait apres un mois de traitement par une infusion de T. polium.
Ainsi, Sawidou et autres (2006) ont rapporté deux cas d’hépatite chez deux femmes souffrant
d’hyperlipidémie et qui se traitaient par T. polium pendant 2 a 3 mois. Les deux patientes

présentent des taux ¢élevés d’aminotransférases (TGO et TGP).

Des rats recevant I'extrait hydroéthanolique de la plante pendant 14 jours avec la dose
de 500 mg/kg ne présentent aucunes perturbations des composantes du bilan hépatique TGO,
TGP, PAL, bilirubine totale et protéines totales par rapport aux témoins (Parna et Mirzaei,
2014). 1l en ressort que le traitement des souris par le TPME s’avére dangereux apres une
administation prolongée supérieure ou égale a un mois, ceci est soutenu par les différents

résultats de la littérature précédemment décrits.

7.5. Histopathologie

L’observation des coupes histologiques du rein et du foie des souris traitées par

rapport aux témoins a permis de constater quelques particularités ont été observées.
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7.5.1. Histologie rénale

De maniére générale, les coupes histologiques du rein n’ont pas montré de
modifications de la structure par rapport au groupe témoin. En effet, I’examen du rein a révélé
une congestion vasculaire autour des vaisseaux des deux sexes étudiés dans les conditions de
toxicité aigué (Figure 34) et chronique; qui est plus au moins importance et un infiltrat
inflammatoire est observé dans les coupes histologiques des souris males traités avec la dose

de 75 mg/kg par rapport au témoin (Figure 35).

Figure 34 : Coupes histologiques du tissu rénal des souris males (A: témoin, B: traitée) et femelle (C:
témoin, D: traitée). Coloration éosine hématoxyline/Grossissement 10X.GL: glomérule; TR: tubes
rénaux ; C: congestion. Les coupes histologiques ont été effectuées apreés traitement aigu des animaux avec
la dose de 100 mg/kg de TPME/IP. (Eosine-hématoxyline/Grossissement X 10).
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Figure 35 : Coupes histologiques du tissu rénal apreés traitement chronique des souris avec les doses de 50

et 75 mg/kg de TPME des souris males (A: témoin, B et C traitées avec 50 et 75 mg / kg, respectivement)

et femelle (D: témoin, E et F traitées avec 50 et 75 mg / kg, respectivement). Coloration éosine
hématoxyline/Grossissement 10X. C: congestion ; INF : infiltrat inflammatoire.

Pratiqguement, le rein a été faiblement altéré apres traitement des souris par le TPME.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Khleifat et al. (2002) qui montrent que

I’administration prolongée d’extrait éthanolique de T. polium pendant six semaines augmente

significativement 1’urée associé a un endommagement du rein et une augmentation de la

vacuolisation cytoplasmique des cellules rénales notamment avec la dose 50 mg/kg.

Toutefois, Iriadam et al. (2006) ont confirmé la mort par une apoptose dans quelques sections

rénales des lapins rendus diabétiques et traités avec une dose de 82 mg/kg d’extrait aqueux de

T. polium. Rafieian-Kopaei et Baradaran (2013) ont montré que l'injection de I’extrait aqueux

de T. polium par IP avec les doses 50, 100 , 150 et 200 mg/kg chez des rats pendant 28 jours
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de maniére continue et discontinue, résulte dans des effets toxiques sur les tubules rénaux ;

dégénération, destruction et vacuolisation .

Sur le plan biochimique, la biotransformation de médicaments, de xeénobiotiques
et d'autres substances (extraits de plante par exemple) est assuré par de multiples systéemes
enzymatiques rénaux y compris CYP45 et mono-oxygénases ; favorise la formation de
métabolites toxiques et d’espéces oxygénées réactives. La présence de ces sous-produits du
métabolisme fait pencher la balance en faveur du stress oxydatif, qui dépasse les antioxydants
naturels et augmente le pourcentage des lésions rénales soit par alkylation ou oxydation
d'acide nucléique, dommages de protéines, superoxydation lipidique et rupture des brins

d'’ADN (Perazella, 2009).

7.5.2. Histologie hépatique

L’examen histologique des souris traitées dans les conditions de toxicité aigué a
marqué des particularités importantes avec les doses testées. Une congestion portale et un

infiltrat inflammatoire ont été observés sur les coupes des souris traitées (Figure 36).
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Figure 36 : Coupes histologiques des tissus hépatiques des souris témoins males et femelles (A et C) et

traittes (B et D) respectivement avec la dose de 100 mg/kg de TPME. Coloration éosine-

hématoxyline/Grossissement 600X. VCL: veine centro-lobulaire; C: congestion; INF PL : infiltrat
inflammatoire polynucléé.

L’administration intrapéritonéale chronique de ’extrait de la Germandrée chez les

souris males a révélé une nécrose avec la dose 50 mg/kg et un important infiltrat

inflammatoire autour des vaisseaux et dans les sinusoides, ainsi qu’une vasodilatation

et congestion vasculaire avec la dose 75 mg/kg.

Toutefois, I’observation histologique du foie des souris femelles traitées avec la dose

50 mg/kg montent une péliose (ou les vaisseaux sanguins sont distendus). Une importante
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ballonisation cellulaire (les hépatocytes sont augmentés de taille et leur cytoplasme est
clarifié, considérés comme en voie de destruction) sur les coupes des souris traitées avec la

dose 75 mg/kg a été observée (Figure 37).

Figure 37 : Coupes histologiques des tissus hépatiques des souris témoins males et femelles (A et D) et
traitées pat le TPME dans les conditions de toxicité chronique (B et E) et (C et F) avec les doses de 50 et
75 mg /kg respectivement. Coloration éosine-hématoxyline/Grossissement X 10). VCL: veine centro-
lobulaire ; N: nécrose; INF: infiltrat inflammatoire; EP: espace porte; C&V: vasodilatation et congestion;

INF PVS: infiltrat inflammatoire péri vasculaire; PL: péliose; B: ballonisation.
La littérature rapporte des cas d'hépatotoxicité sévere aprés consommation de
T. polium (Starakis et al, 2006). De plus, des dommages du foie ont été découverts aprés une
consommation intermittente et continue de I’herbe. Le premier cas signalé était une grave
insuffisance hépatique aigué chez une femme grecque agée de 37 ans aprés consommation de
thé de T. polium utilisé comme reméde contre I'nypercholestérolémie Iégere pendant 10 jours
(Mattéi et al, 1995). L’histologie hépatique a révélé une image de I'hépatite aigué ou

chronique : des cas d'hépatite aigué séveére, liées a une autre plante du genre, Teucrium

chamaedrys ont été signalés. La plupart des cas humains présentant I'hépatite montrent des
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élévations des taux plasmatiques d'enzymes hépatiques telles que TGO, TGP, ALP, LDH,
GGT (Abu Sitta et al., 2009).

Les présents résultats concordent avec Savvidou et al. (2007) qui ont observé apres
examen histologique du foie d’une femme grecque agée de 47 ans admise a 1'hopital en raison
des valeurs élevées de transaminases suite a une consommation de tisane de T. polium
(antécédents de diabete sucré léger et d’hypercholestérolémie) pour trois mois avant
I’admission ; un infiltrat inflammatoire composé principalement de lymphocytes
et plasmocytes, une nécrose et une présence de quelques sections inflammatoires et une
ballonisation de la plupart des hépatocytes. Les Iésions hépatiques de ces cas étaient similaires
a notre modele animal. En effet, la nécrose hépatocellulaire, I'infiltration de lymphocytes et
I'inflammation des sections observées aprés traitement chronique des animaux par le TPME
est la conséquence d’une atteinte du foie. Sur le plan biochimique, ces altérations sont
confirmées par 1’élévation significative des activités de TGP plasmatique, indicateur
spécifique de la fonction hépatique (Parna et Mirzaei, 2014). La nécrose des hépatocytes,
comme expliquent Zal et al. (2001), suggere que les lésions des cellules sont produites par les
processus apoptotiques a la suite des dommages hépatotoxiques directs et rapides en passant
par le gonflement cellulaire. Ces résultats soutiennent les travaux précédents de Rasekh et al.
(2005) et Abu Sitta et al. (2009) qui ont montré qu’un eéchec grave du foie chez I'nomme apres

administration prolongée de T. polium.

T. polium contient des saponines, des glycosides, des flavonoides et de nombreux
diterpénoides furano-néoclérodanes, tels que aéropoline et capitatine (les deux ainsi présents
dans T. capitatum) et teuloline A et B. Tous ces diterpénoides montrent de grandes similitudes
a la Teucrine A et Teuchamaedryne A dérivés de T. chamaedrys (Zhou et al., 2004 ; Chen

et al., 2011). Bien que le mécanisme d’hépatotoxicité de T. polium n’est pas bien élucidé dans
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des modeles animaux. Il est probable que les furano-diterpénoides similaires présents dans les

parties aériennes soient des précurseurs hépatotoxiques (Eschke et Eickhoff, 2015).

La nécrose hépatocytaire est assurée par un mecanisme duel, une toxicité directe et
une série de réactions immunitaires secondaires (Abdualmjid et Consolato, 2013). La toxicité
directe est connue pour étant la cause fondamentale des dommages du foie, mais les
mécanismes immunologiques ou méme un mélange de cytotoxicité et d'immunogenicité
peuvent étre impliqués (Ingwale et al., 2009). Une liaison covalente de I'hydrolase d'époxyde
peut avoir lieu a la surface des hépatocytes humains et en présence de la teucrine A, pourrait
déclencher des réactions immunitaires et induire la formation d’auto-anticorps menant les
cellules a lyse cellulaire (Zhou et al., 2004). Le cycle furane de ces diterpénoides est oxydé
par le CYP3A4 en époxyde réactif qui réagit avec des protéines telles que CYP3A et époxyde
hydrolase. La Teucrine A se lie de fagon covalente a des protéines d'hépatocytes de rat, les
furano-diterpénoides diminuent les niveaux de GSH et de protéines thiols associées au
cytosquelette cellulaire et en revanche, augmentent les niveaux cytosoliques de Ca*2. Tous ces
événements conduisent a la formation de vésicules dans la membrane plasmique, la
fragmentation de I'ADN et la mort des cellules hépatiques par I'induction de I'apoptose

(Figure 38), (Eschke et Eickhoff, 2015).
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Figure 38 : Bioactivation proposé de la Teucrine issue de Teucrium chamaedrys (Stickel et al., 2005 ;
Chenetal., 2011).

Enfin, la sensibilisation du patient reste au centre de l'identification précoce de la
toxicité a base de plantes. Comme pour les médicaments classiques, les doses recommandées
ne doivent pas étre dépassées, et les patients doivent étre conseillés d'utiliser les marques
réputées soumises a des normes de bonne pratique médicale, de préférence sous la supervision
d’un praticien de la médecine traditionnelle. Ils devraient également étre informés des
éventuels effets néfastes. Idéalement, il faut tenter de se procurer les produits concernés et les
analyser pour leur composition chimique. Plus la recherche est également nécessaire
d'identifier les molécules soupsonnées étre toxiques dans les médicaments a base de plantes.

Seulement alors peuvent étre développéesdes thérapies logiques (Chitturi et Farrell, 2008).
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Les plantes médicinales sont utilisées dans le monde pour traiter diverses pathologies,
y compris l'inflammation, les maladies cardio-vasculaires, le cancer... Les plantes
médicinales contiennent des composés qui présentent des propriétés thérapeutiques trés
importantes. Leur utilisation en phytothérapie fut un grand intérét dans la recherche
biomédicale. Une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires observés lors de
I’utilisation des médicaments de synthése chimique. Pour permettre 1’utilisation vaste des
plantes médicinales dans la médecine moderne, la recherche et le développement de nouveau
traitement important sont sollicités. Cependant, I'information scientifique sur les activités
biologiques des plantes médicinales dont Teucrium polium, plante utilisée comme reméde
particulierement au territoire méditerranéen pour lutter contre certaines perturbations
métaboliques (glucidiques, protidiques et lipidiques) reste encore insuffisante. De ce fait,
I'intérét accordé a cette plante est de démontrer son effet bénéfique et thérapeutique afin de
proposer des alternatives aux xénobiotiques qui présentent des risques pour la santé humaine
et pour l'environnement. Parallelement, la sécurité de son utilisation est d’une grande

importance et la recherche d’interactions toxiques possibles est nécessaire.

Plusieurs actions bénéfiques de I’extrait méthanolique de Teucrium polium ont été
trouvées dont 1’activité antioxydante (in vitro et in vivo), anti-hyperuricémiante, anti-

hémolytique et anti-inflammatoire.

Enfin, I’étude de toxicité a montré que cette plante est modérément toxique mais peut
a long terme étre hépatotoxique et/ou néphrotoxique et causer des perturbations des
marqueurs biochimiques. Il y a peu de littérature qui parle des effets néphrotoxiques causés
par la Germandrée, mais, les résultats de la présente étude démontrent un effet phytotoxique

caus¢ par 1’administration prolongée de TPME. En effet, cette plante peut étre une source
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commune de dommages aux reins. L’histologie du foie peut indiquer une image d'hépatite
aigué ou chronique, I’infiltrat inflammatoire mononuclées (lymphocytes, macrophages)
parfois associé a quelques polynucléaires neutrophiles, la nécrose hépatocytaire, la
ballonisation hépatocytaire marqueur précoce de mort cellulaire. Les atteintes du foie et du
rein peuvent se produire aprés un emploi continu ou intermittent de la plante ; le risque causé
serait en corrélation étroite avec la notion de dose. Une substance toxique en contact avec
I'organisme représente un risque potentiel. Si les relations entre exposition/dose/effets
toxiques sont parfaitement connues et quantifiées, il est alors possible, en connaissant
I’exposition, d’en déduire ou prédire les effets au niveau de 1’individu. En outre, le public doit
étre bien informé sur les conséquences néfastes de T. polium particuliérement s’il n’est pas
officiellement informé aux sujets de leurs réactions défavorables possibles. L’utilisation
traditionnelle devrait étre tres limitée et gérée par des phytocliniciens. Il est donc nécessaire
de mieux informer les usagers d’autant que 1’automédication est fréquente, d’améliorer
I’évaluation des effets thérapeutiques et toxiques réels des produits de phytothérapie et de
renforcer les contrdles pour éviter les risques d’erreurs aux différentes étapes depuis le recueil
des plantes jusqu’a la distribution du produit final pharmaceutique.

Des études complémentaires approfondies sont a envisager pour mieux comprendre les
molécules impliquées dans chacune des activités observées et les mécanismes par lesquels ces
composés agissent. Ces investigations peuvent étre résumées dans les points suivants :

e Caractérisation phytochimique, identification des composés actifs par des méthodes
d’extraction différentielles ou par des techniques de chromatographie performantes
permettant d’isoler les principes actifs de la plante afin de les présenter sous une forme

galénique acceptable.

e Etudes approfondies sur la pharmacocinétique et la pharmacodynamique des principes
actifs seraient utiles pour la détermination des doses préventives et thérapeutiques.
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e Etude approfondie de la cytoxicité in vitro et de la toxicité chronique in vivo et essai de
fractionnement pour éliminer les substances toxiques et isoler les fractions a effets

bénéfiques.

e Drautres études in vivo seraient intéressantes et plus prometteuses visant d’autres
marqueurs biologiques tels que I’évaluation de la peroxydation lipidique et les

enzymes antioxydantes plasmatiques.

Enfin, une sensibilisation est nécessaire sur I’usage de la médecine traditionnelle et la
connaissance des mécanismes pathogenes de lésions rénales et/ou hépatiques, des facteurs de

risque connexes et des mesures préventives associées a la vigilance et l'intervention précoce.
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