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RESUME

Tamus communis et Teucrium polium L. sont communément utilisées comme plantes médicinales en Algérie contre
une variété de pathologie humaine. Dans la présente étude, I’extraction de rhizomes de T. communis et de parties aériennes de
T. polium par le méthanol a donné un rendement en matiere seche égal & 6.45 % et 8.24 % respectivement. L’action de ces
extraits méthanoliques a été évaluée expérimentalement per os sur les rats femelles Albino Wistar pendant six semaines de
traitement, et fut également étudiée sur d’autres facteurs ; dosage des parameétres sériques biochimiques, hématol ogiques et
évaluation de 1’état physique et histopathologique des organes des rats traités par rapport aux témoins. L’étude de la toxicité
aigué par voie orale a montré une faible toxicité des plantes étudiées avec une DL5, > 12000 mg/kg et 2400 mg/kg de poids
corporel des rats traités respectivement par les extraits méthanoliques de T. communis et T. polium. Ces données permettent
de classer ces deux plantes en peu toxique et/ou Iégerement toxique, par conséquent leurs extraits présentent une bonne
marge de sécurité. Cependant, le traitement subaigu des rats avec les doses 75, 150 et 300 mg des extraits méthanoliques /kg
de poids pendant les six semaines a permis d’établir une augmentation significative des parametres hématologiques suivants :
RBC, MCV, RDW, HCT, PLT, MPV, MCH et HGB. Les analyses biochimiques ont révélé une augmentation des valeurs du
bilan réna (Urée, Créat, AU, Na et K) témoignée par la masse relative augmentée des reins, lipidique (Chol T) et hépatique
(TGO) chez les rats traités par I’extrait méthanolique de T. polium. D'autre part, 1’extrait méthanolique de T. communis n’a
pas marqué de modifications importantes des ces paramétres, néanmoins une baisse significative (P<0.05) de la masse
relative des ovaires des rats traités pour les trois doses exploitées. L’examen histopathologique a confirmé les tests
biochimiques par I’observation de foyers de nécrose périlobulaire, infiltrat inflammatoire et prolifération ductulaire du foie
avec une présence de vacuoles intracytoplasmiques au niveau du rein principalement avec la dose 300 mg d’extrait
méthanolique de T. polium / kg de poids d’animaux. L’utilisation de Teucrium polium pourra étre a origine d’anomalies
hépatotoxiques et/ou néphrotoxiques aprés administration prolongée de 1’herbe.

Mots clés: Tamus communis L., Teucrium polium L., extrait méthanolique, DL, paramétres hématol ogiques, biochimiques

et histopathol ogiques.
SUMMARY

Tamus communis L. and Teucrium polium L. are commonly used as medicina plantsin Algeriaagainst a variety of
human disease. In this study, the extraction of rhizomes of T. communis and aerial parts of T. polium with methanol gave a
dry matter yield of 6.45% and 8.24 % respectively. The effects of methanolic extracts were examined per os on female rats
Albino Wistar for six weeks. Determination of serum parameters biochemical, haematological and evaluation of physical and
histopathology of organs of treated rats were studied. The study of acute toxicity showed a low toxicity with LDsy > 12000
mg / kg and 2400 mg / Kg of body weight of rats treated with T. communis and T. polium, respectively. These data can be
used to classify these two plantsin low toxicity and / or slightly toxic. However, the subacute treatment of rats with the doses
of 75, 150 and 300 mg of methanolic extract / kg body weight of rats for six weeks resulted in significant increases of
haematological parameters: RBC, MCV, RDW, HCT, PLT, MPV, MCH and HGB. Biochemical analysis revealed significant
increase of rena (Urea, Creat, AU, Na and K), accompagned by increased relative weight of kidney, lipidic (T Chol) and
hepatic (TGO) vaues in rats treated with methanolic extract of T. polium. On the other hand, the methanolic extract of
T. communis did not cause significant changes of these parameters; but a significant decrease (p < 0.05) of relative mass of
ovaries in rats treated with the three doses exploited. Histopathological examination confirmed the biochemical tests by the
observation of perilobular necrosis areas, bile duct and inflammatory infiltration of the liver with presence of marked
intracytoplasmic vacuoles in kidneys with the dose 300 mg of methanolic extract of T. polium/ kg of anima body weight.
Use of Teucrium polium L. may cause hepatotoxicity and / or nephrotoxic after prolonged herb administration.

Key words: Tamus communis L., Teucrium polium L, methanolic extract, LDs, hematologic, biochemical and

histopathological parameters.
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RESUME

Tamus communis et Teucrium polium L. sont communément utilisées comme plantes
meédicinales en Algérie contre une variété de pathologie humaine. Dans la présente étude,
I’extraction de rhizomes de T. communis et de parties aériennes de T. polium par le méthanol
a donné un rendement en matiére seche égal a 6.45 % et 8.24 % respectivement. L’action de
ces extraits méthanoliques a été évaluée expérimentalement per os sur les rats femelles Albino
Wistar pendant six semaines de traitement, et fut également étudiée sur d’autres facteurs ;
dosage des paramétres seriques biochimiques, hématologiques et évaluation de 1’état physique
et histopathologique des organes des rats traités par rapport aux témoins. L’étude de la
toxicité aigué par voie orale amontré une faible toxicité des plantes étudiées avec une DL s >
12000 mg/kg et 2400 mg/kg de poids corporel des rats traités respectivement par les extraits
méthanoliques de T. communis et T. polium. Ces données permettent de classer ces deux
plantes en peu toxique et/ou |égerement toxique, par conséquent leurs extraits présentent une
bonne marge de sécurité. Cependant, le traitement subaigu des rats avec les doses 75, 150
et 300 mg des extraits méthanoliques /kg de poids pendant les six semaines a permis d’établir
une augmentation significative des paramétres hématologiques suivants : RBC, MCV, RDW,
HCT, PLT, MPV, MCH et HGB. Les analyses biochimiques ont révélé une augmentation des
valeurs du bilan rénal (Urée, Créat, AU, Na et K) témoignée par la masse relative augmentée
des reins, lipidique (Chol T) et hépatique (TGO) chez les rats traités par 1|’extrait
méthanolique de T. polium. D'autre part, I’extrait méthanolique de T. communis n’a pas
marqué de modifications importantes des ces paramétres, néanmoins une baisse significative
(P<0.05) de la masse relative réduite des ovaires des rats traités pour les trois doses
exploitées. L’examen histopathologique a confirmé les tests biochimiques par 1’observation
de foyers de nécrose périlobulaire, infiltrat inflammatoire et prolifération ductulaire du foie,
ainsi une présence de vacuoles intracytoplasmiques au niveau du rein principalement avec la
dose 300 mg d’extrait méthanolique de T. polium / kg de poids d’animaux. L’utilisation de
Teucrium polium pourra étre a origine d’anomalies hépatotoxiques et/ou néphrotoxiques aprés

administration prolongée de I’herbe.

Mots clés: Tamus communis L., Teucrium polium L., extrait méthanolique, DLso, paramétres

hématol ogiques, biochimiques et histopathol ogiques.



SUMMARY

Tamus communis L. and Teucrium polium L. are commonly used as medicinal plants
in Algeria against a variety of human disease. In this study, the extraction of rhizomes of
T. communis and aeria parts of T. polium with methanol gave a dry matter yield of 6.45% and
8.24 % respectively. The effects of methanolic extracts were examined per os on female rats
Albino Wistar for six weeks. Determination of serum parameters biochemical, haematological
and evaluation of physical and histopathology of organs of treated rats were studied. The
study of acute toxicity showed alow toxicity with LDsp> 12000 mg / kg and 2400 mg / Kg of
body weight of rats treated with T. communis and T. polium, respectively. These data can be
used to classify these two plantsin low toxicity and / or slightly toxic. However, the subacute
treatment of rats with the doses of 75, 150 and 300 mg of methanolic extract / kg body weight
of rats for six weeks resulted in significant increases of haematological parameters. RBC,
MCV, RDW, HCT, PLT, MPV, MCH and HGB. Biochemical anaysis revealed significant
increase of renal (Urea, Creat, AU, Na and K), accompagned by increased relative weight of
kidney, lipidic (T Chol) and hepatic (TGO) vaues in rats treated with methanolic extract of
T. polium. On the other hand, the methanolic extract of T. communis did not cause significant
changes of these parameters; but a significant decrease (p < 0.05) of relative mass of ovaries
in rats treated. Histopathological examination confirmed the biochemical tests by the
observation of perilobular necrosis areas, bile duct and inflammatory infiltration of the liver
with presence of marked intracytoplasmic vacuoles in kidneys with the dose 300 mg of
methanolic extract of T. polium/ kg of animal body weight. Use of Teucrium polium L. may

cause hepatotoxicity and / or nephrotoxic after prolonged herb administration.

Key words: Tamus communis L., Teucrium polium L, methanolic extract, LDsy hematologic,

biochemical and histopathological parameters,
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Créat
CYP
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EQ
FNS
GSH
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HCT
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LISTE DESABBREVIATIONS

Analyse de variance

Acide urique

Cholestérol total

Créatine

Cytochrome

Dose |éta e qui tue 50% de la poulation
Equivalent d’acide gallique
Ethyléne-diamine-tétra-acétate
Equivalent quercétine

Formule numérique sanguine
Glutamylcysténylglycine

Glucose

Hydrocarbures polycycliques
Hématocrite

Henrietta Lack’s Cells

Hémoglobine

Teneur corpusculaire en Hémoglobine
Concentration corpusculaire moyenne en Hémoglobine
Volume globulaire moyen
Milliequivalent par litre

V olume plaguettaire moyen
Organisation mondiale de santé
Phosphatase alcaline

Plaquette

Red Blood Cells ou Globules rouges
Mesure de ’homogénéité du globule rouge
Erreur standard de la moyenne
Streptozotozine

Standard déviation

Triglycérides totaux

Transaminase Glutamate Oxol o-acétate
Transaminase Glutamate Pyruvate
Unitéinternationale par litre

White Blood Cells ou Globules blancs

Gamma glutamyl transférase
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L’utilisation thérapeutique des plantes (phytothérapie) est trés ancienne et connait
actuellement un regain d’intérét aupres du public. Il est possible d’utiliser les plantes entiéres

ou les produits d’extraction qu’elles fournissent.

Les plantes médicinales constituent une alternative idéale aux meédicaments chimiques ou
spécialités 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).

Selon 1’organisation mondiale de la sant¢ (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). Sachant qu’une plante peut contenir plusieurs milliers de
substances et différents principes actifs qui représentent 25% des médicaments prescrits soit
un total de 120 composés d’origine naturelle provenant de 90 plantes différentes (Bruneton,
1999) 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
: securité, efficacité et qualité.

Des mots tels que « nature » ou « naturellement » ne sont pas forcement des synonymes
de sécurité. En effet, notre belle nature abrite toute une série de plantes toxiques, comprenant

des plantes vénéneuses et hallucinogénes, sont capables de provoquer des symptomes graves
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causant des perturbations des métabolismes des différents organes et pouvant méme

provoqguer la mort.

L’intoxication liée aux plantes se fait généralement par I’ingestion directe de plantes, dans
la majorité des cas 1’individu veut utiliser une plante qu’il croit comestible ou qu’il percoit
comme bénéfique pour sasanté. Dans d’autres cas beaucoup plus rares, il connait la toxicité et

I’exploite dans un but de suicide (Manahan, 2002).

Le sujet d’une étude phyto-toxicologique se fait sur I’effet délétéres d’une substance sur
les organismes vivants, tissus, cellules ou organites; consiste a cerner les circonstances qui
ont déclenché I’appel, a évaluer les conséquences réelles de 1’accident, a inventorier les

composants en cause. Le concept central est que la toxicité dépend de la dose.

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail dont I’objectif essentiel consiste a 1’étude
toxicologique, chez les rats blancs femelles, des extraits bruts méthanoliques de: Tamus
communis L. et Teucrium polium L. vendues sur les marchés par les herboristes et qui ont
montré des effets antioxydants et scavenger des radicaux libres trés intéressants (Boumerfeg
et al., 2009 ; Ljubuncic et al., 2006 ; Ardestani et Y azdanparast, 2007) ;ces plantes employées
en médecine traditionnelle dans le traitement de certaines maladies (anti-inflammatoire,
antidiabétique, antitumorale..). Nous avons éprouvé également d’évaluer, in vivo, |’effet de

I’extrait brut méthanolique sur les parameétres sériques et histologiques des animaux.
Dans ce présent travail, nous avons fixeé les objectifs suivants :

e Anayse quantitative et qualitative du contenu en polyphénols et en flavonoides des
extraits méthanoliques des rhizomes de Tamus communis L. et des parties aériennes de

Teucrium polium L.
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e Etude de I’effet des extraits bruts méthanoliques sur les facteurs physiques (masse
corporelle et relative des organes), paramétres sériques biochimiques (bilans rénaux,

lipidiques et hépatiques) et hématol ogiques des rats traités.

e Déermination de la variation des facteurs liés aux complications engendrées suite au

traitement par les extraits méthanoliques des plantes (toxicité aigué et subaigué).

e Evaluation histopathologique de 1’action de 1’extrait méthanolique de T. communis

et T. polium (foie et reins).

Notre travail s’inscrit dans cette perspective et a été motivé par: (i) la volonté de
promouvoir et de valoriser les plantes médicinales en Algérie, plus précisément a Sétif, (ii) la
nécessité de faciliter ’accés du public aux médicaments a moindre colit compte tenu du cott
éevé des médicaments conventionnels et (iii) la sécurité d’utilisation des ces plantes qui doit
étre le critere primordial du choix des plantes médicinales. Les professionnels de lasanté et le
public doivent recevoir des informations a jour et vérifiées tant sur les effets bénéfiques que

nocifs des plantes médicinales.
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1.1 TamuscommunisL. et Teucrium polium L.

1.1.1 Présentation desplantes

1.1.1.1 Nom scientifique

a. Tamus communisL. :

Nom commun : Tamier commun, Herbe aux femmes battues, vigne noire, haut liseron, racine
de feu, Raisin du Diable, Racine vierge, Vigne Noire, Sceau de Notre-Dame, nommé par les

anglophones 'Black Bryony', Karm barri, Karma sawda (El beyrouthy et al., 2008).

Nom latin : Tamus communis L., synonymes Tamus baccifera, Tamus cordifolia, Tamus
cretica L., Tamus racemosa, Dioscorea communis. Son nom Tamusvient du latin ‘'Tamnus
qui désigne une plante similaire. Elle fait partie de la liste des espéces protégées (Caddick et

al., 2002).
b. Teucrium poliumL. :

Nom commun : mountain germander (Anglais), pouliot de montagne, germandrée
tomenteuse, germandrée blanc-grisétre (Francais) ; poliot, camendrio di montagna, timo

bianco, polio primo (Italien), j‘ada, khayata, Katabet ledjrah (Arabe).

Nom latin : Teucrium polium L, synonymes : Teucrium tomentosum, Teucrium gnaphal odes,

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

1.1.1.2 Systématique
La classification botanique de Tamus communis et Teucrium polium est présentée dans le

tableau 1.



Revue bibliographique

Tableau. 1 : Position systématique de Tamus communis et Teucrium polium (Caddick et al., 2002 ;

Autoreet ., 1984)

Classification T. communis T. polium

Regne: Plantae Plantae

Ordre: Liliales Lamiales
Famille: Dioscoreaceae Lamiaceae

Genre: Tamus Teucrium

Espece: Tamus communis L. Teucrium polium L.

1.1.1.3 Description delaplante

a. Tamus communis

Le Tamier est une plante herbacée vivace, rhizomateuse, grimpante, lianescente de 2 a

3 m d’hauteur, dioique, glabre, a tige gréle, cylindrique, striée, dépourvue de vrilles ; la racine

est grosse noirétre tubérisee, ressemblant a un gros navet et pouvant peser plusieurs kilos. Les

feuilles sont aternes en forme de fer de lance ou cordiformes tres effilées en pointe, aux

nervures fortement marquées et pourvues de deux stipules épineux (Boulard, 2003). La

floraison aura lieu au printemps (Avril-Juin selon le climat). Les fleurs femelles étoilées

(5-7 mm) de couleur jaune verdétre, les maes sont réunis en panicules assez (Schols et al.,

2003). Les fruits sont sous forme de baies charnues rouges, juteuses, renfermant 5 graines

sphériques (Figure 1).
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Figure. 1: Aspect morphologique de la plante Tamus communis et de ses graines.

8



Revue bibliographique

b. Teucrium polium

Le genre Teucrium, encore dénomme les germandrées, regroupe environ 260 espéces de

plantes herbacées ou de sous-arbrisseaux de lafamille des Lamiacées.

Teucrium polium est une espéce tres variable; de nombreuses sous especes ont éé
décrites dont certaines sont parfois érigées au rang d'espéce (Naghibi et al., 2005). C’est une
plante herbacée vivace a 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 2). Le calice brievement tomenteux, a des
dents courtes, la supérieure obtuse ; Corolle a lévre supérieure tronquée et a lobes supérieurs

pubescents (Boulard, 2003).

Partie végétative Fleurs et feuilles

Figure. 2 : Aspect morphologigque de Teucrium polium L. (Boulard, 2003)
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1.1.1.4 Origineet répartition géographique

Le Tamier est une plante originaire d’Afrique du Nord, Asie occidentale, Europe centrale
et méridionale et Proche-Orient, son demeure dans les bois et sous-bois, les haies, les taillis
broussailles, barriéres, a basse atitude (Kovacs et al., 2007). Pareillement, la Germandrée
tomenteuse est originaire du sud-ouest d’Asie, d’Europe et d’Afrique du nord
(abandonnément trouvée dans le secteur Irano-Turanien principalement méditerranéen
et occidental). Elle pousse dans les pelouses arides, les rocailles de basse altitude, collines et

les déserts arides (Abdollahi et al., 2003).

1.1.2 Propriétés d’utilisation traditionnelles et médicales
a. Tamus communis

Le Tamier est dans son ensemble un gros rhizome noirétre contient un lait astringent
(oxalates de calcium) qui peut provoquer des dermites de contact (Schmidt et Moult, 1983).
La pulpe était autrefois prescrite comme purgatif et diurétique, est principalement utilisée
pour ses propriétés antinévralgiques en usage externe sous forme de cataplasme (racine cuite)
pour traiter les hématomes et |es ecchymoses, d'ou son nom vernaculaire d’herbe aux femmes

battues (Boulard, 2003).

Les racines sont douées d’activité diurétique, hémolytique, émétique, cathartique
et rubéfiante. Elle est méme recommandée dans le traitement de la coqueluche, bronchite
et contusions (Capasso et al., 1982). Les rhizomes et tubercules sont utilisés en médecine
folklorigue comme rubéfiant, dans le traitement du rhumatisme, arthrose, lumbago

et dermatose (Leporatti et Ivancheva, 2003).

10
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Les fruits de Tamus communis doués d'activité anti-inflammatoire sont frottés sur la peau

pour soulager les douleurs arthritiques et rhumatismales (Guarrera et Lucia, 2007).

D'autres part, différentes parties de la plante sont utilisées en médecine traditionnelle pour

le traitement des tumeurs et polypes (Kova'cs et al., 2007).
b. Teucrium polium

Des espéces de T. polium ont été employées en tant qu'herbes médicinal es pendant plus de
2000 années comme diurétique, inotropique et chronotropique (Niazmand et al.,2008),

tonique, antipyrétique, cholagogue et anorexiques (Khleifat et al., 2001).

Le feuillage de T. polium |égerement poivré, était couramment utilisé pour relever les
salades ou parfumer les fromages de chevres. Une infusion des feuilles et des fleurs était ainsi
consommeée comme boisson régénératrice (Boulard, 2003). En médecine traditionnelle, 1a
Germandrée tomenteuse est employée comme analgésique, antispasmodique
et hypolipidémique. Cette plante peut avoir quelques intéréts d’ordre cliniques: cas de
désordres stomacaux (Dehghani et al., 2005 ; Kaileh et al., 2007) et gastro-intestinaux tels
que la colite. Ces résultats le soutiennent également pour son emploi folklorique pour

soulager ces douleurs (Abdollahi et al., 2003).

L’utilisation de 1’extrait éthanolique de T. polium sur des milieux de culture de
Saccharomyces, in vitro, a mené a diminuer le taux des acides gras et bloguent la
peroxydation au niveau des érythrocytes, ainsi il a montré des effets antibactériens

et antifongiques (Shahraki et al., 2006).

Cette plante est largement distribuée comme agent hypoglycémiant. Sa décoction

dispose un effet hypoglycémiant chez les rats normoglycémiques par rapport aux modéles

11
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hyperglycémiques induits par le streptozotocine (Gharaibeh et al., 1988). Cependant, des

épreuves de slireté sont exigées pour confirmer son action hypoglycémiante.

1.1.3 Données phytochimiques

1.1.3.1 Détermination des composés

a. Tamus communis

Les investigations phytochimiques réalisées sur T. communis ont indiqué la présence de
nombreux composants tels que: spirostanes, furostanes, glycosides, stérols (les plus
importants identifiés sont : B-sitostérol, stigmastérol, campestérol), caroténoides et substitués
hydroxy/akoxyphénanthrenes (Goodwin, 1952 ; Reisch et al., 1972, Coxon et al., 1983).
Cette espéce renferme ainsi des cristaux d'oxalate de calcium et des histamines (Schmidt et

Moult, 1983) et des flavonoides telles que : la diosgénine (Capasso et al., 1983).
b. Teucrium polium

Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de T. polium développée dans
différents secteurs géographiques. La plupart de ces études, basées sur I'analyse des extraits
par les méthodes chromatographiques en phase gazeuse, ont indiqué la présence de plusieurs
composés incluant principalement les flavonoides, polyphénols (Proestos et al., 2004),
iridoides, tannins, huiles essentielles et acaloides (Shakhanbeh et Atrousse, 2000 ; Parsaee et
Shafiee-Nick, 2006). De plus, Rasekh et ses collaborateurs (2001) ont rapporté la présence
des glycosides tels que verbascoside et poliumoside (connus sous le nom de phénylethanoide)

au niveau des parties aériennes de la plante.

Les flavonoides qui ont été isolés incluent luteoline, apigenine, diosmetine (Kadifkova

Panovska et al., 2005), cirsmaritine, cirsilole, cirsilineol, 5-hydroxy-6,7,3’,4’-
12
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tétramethoxyflavone, salvigenine, apigenine 5-galloylglucoside, apigenine-7-glucoside,

vicenine, luteoline-7-glucoside (Hasani et al., 2007).

Teucrium polium constitue une source riche en diterpenoides, particuliérement les
furano néoclérodanes. L un de ces composants majeurs est la teucrine A (Ramnathan et al .,

2005).

1.1.3.2 Structurechimique et classification des composés

a. Tamus communis:

Cette espece, dont les principes actifs seraient surtout les phénanthrenes et des
saponosides dérivés de la diosgénine, sont responsables de plusieurs effets biologiques

(Guarrera et Laporatti ; 2007).

Les phénanthrénes isolés des extraits de rhizomes de T. communis proviennent probablement
des précurseurs de diterpénoides (Figure 3). Ces composés sont des hydrocarbures
aromatiques polycycligues (HAP), composés de trois cycles benzene fusionnés et de formule
brute CigH1605. Les phénanthrénes, dé§ja identifiés, sont classés en quatres principaux
groupes: monophénanthrénes, diphénanthrénes, triphénanthrénes et tétraphénanthrenes

(Aquino et al., 1985 ; Kova’cs et al., 2007).

13



Revue bibliographique

OMe OMe OMe
MeO 10, HO N7
B!
o
@ »
OH 7
OMe OH OMe
2.3.4,7-Tewramethoxv-8- 2.3.4,7.8-Pentamethoxy 2.3-Méthoxy-4-7 2.3.7-Trimethoxy-4-8
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Figure. 3: Phénanthrénes identifiés des extraits de rhizomes de Tamus communis (Reisch et al.,
1972)

Ces composés sont connus comme des phyto-alexines régulateurs efficaces endogénes
de croissance. Certain nombre de phénanthrénes peuvent exercer une action antivirae.

D’autres montrent des effets antitumoraux et cytotoxiques (Kova'cs et al., 2007).
b. Teucrium polium :

Les études phytochimiques sur les especes de T. polium ont montreé la présence de divers
composeés bioactifs qui sont principalement les flavonoides et |es diterpénoides néocl érodanes

(Khader et al., 2007).

Les flavonoides sont des composes polyphénoliques naturels. Ce sont des pigments, souvent
hydrosolubles largement distribués dans le regne végétal. Plus de 6500 flavonoides ont été
identifiés dont plusieurs sont responsables des couleurs vives des fleurs et des fruits
(Middleton et al., 2000). Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyrone (anneaux A et C).

Ils sont subdivisés en 14 classes différentes dont 6 sont les plus répandues et les mieux

14
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caractérisés. Ce sont les flavanones, les flavones, les flavanonols, les flavonols, les flavanols

et les isoflavones.

La structure de base de ces mol écules est caractériseée par 15 atomes de carbone arrangés
en trois cycles. A D’exception des chalcones, ces métabolites secondaires sont toujours
tricycliques : deux cycles benzoiques A et B et un hétérocycle C (sgquelette carboné C6-C3-
C6). L’ouverture du cycle oxygéné B caractérise les chalcones (Pietta, 2000 ; Yao et al.,
2004). Dans les flavonoides, le deuxiéme cycle benzéne (B) se lie a I’hétérocycle (C) en
position 2 (Figure 4). Lorsque la liaison s’effectue en position 3, les composés résultants sont
appelés iso-flavonoides. Les flavonoides se distinguent entre eux par les substituants

hydroxyles, méthoxyles ou glucidiques sur leurs cycles.

banzo-y-pyron Flavonoida Chalconas

Figure. 4 : Structure générale des composes polyphénoliques (Y ao et al., 2004)

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine
médical ou on leur reconnait des activités antiviraes, antimicrobiennes, anti-tumorales, anti
inflammatoires, antidlergiques, anti-oxydantes, antiprolifératives et anticancéreuses

(Middleton et al., 2000).

15
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L es néoclérodanes diterpénoides : Les terpénoides, appel és parfois isoprénoides forment une
classe large et diverse de métabolites secondaires, similaires aux terpenes, dérivant d'unité
isoprénique a cing carbones assemblées et modifiées par des réactions de cyclisation
et réarrangements pour donner naissance aux monoterpenes (Cip), sesquiterpénes (Cis),

diterpénes (Cy) et sesterpénes (Cps) (Bruneton, 1999).

Les néoclérodanes diterpénoides sont caractérises par la présence d’un cycle furanique
issu de la cyclisation d’un précurseur désigné labdanique. La composition en

diterpénoides varie nettement en fonction de 1’origine géographique (chimiotypes).

Le principal néoclérodane diterpénoide est la teucrine A de formule chimique brute
CioH200s (Figure 5) qui semble étre responsable de plusieurs actions toxico-

pharmacol ogiques (Ramnathan et al ., 2005).

Les autres néoclérodanes diterpénoidesisolés de T. polium subsp. polium sont :
auropoline (1a /1b), représentant environ 80% du total d’extrait acetate d’ethyle de T. polium,
(1a) montre l'importance de l'estérification du groupe hydroxyle au C-20, donne par

acétylation |'acétyle-auropoline (1b) ; capitatine (2), épi-auropoline (3) et lactone (4) (Figure

5) (Maurizio et al., 2003).

e

teucrine A (1) auropoline (2) Capitatine (3) epauropaline (4) lactone
la:R=AC 1laR=AC
1b:R=AC 1bR=AC
Figure.5: Structure générde des néoclérodanes diterpénoides isolés de Teucrium polium (Maurizio et al.,
2003).
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1.1.4 Données phar macologiques

a. Tamus communis

Des éudes ont démontré que des extraits de rhizomes et racines de T. communis

contiennent des glycosides stéroidiens et phénanthrénes ayant un potentiel cytotoxique,

anticancéreux, antiviraux et anti-inflammatoires (Capasso et al., 1982 ; Kova'cs et al., 2007).

Effets anticancéreux : Des études in vitro ont démontré I'activité cytotoxique des
phénanthrenes dériveés des rhizomes de T. communis contre les cellules cancéreuses du

col del'utérus (Kova'cset al., 2007).

Effets anti-inflammatoires: Les études réalisées par Capasso et ces collaborateurs
(1983) ont illustré des effets anti-inflammatoires et analgésiques de 1’extrait
éthanoligue de racines de T. communis chez les animaux représentant dé§ja une
inflammation proliférative. Comme agent anti-inflammatoire, le Tamier est capable de
moduler la réponse inflammatoire a des degrés variables de sévérité tels que la
formation d'cedéme, la perméabilité vasculaire et la dégranulation. Les travaux
accomplis sur les extraits de racines ont indiqué la présence des constituants de stérol
pourraient étre responsables des ces actions rapportées. Toutefois, les essais
pharmacol ogiques préliminaires ont également indiqué que les extraits éhanoliques de
feuilles et de baies pouvaient empécher la formation d'cedéme induit par le
carragénine. La diosgénine, B-sitostérol, stigmastérol, campestérol isolés de

T. communis sont les composés responsabl es de ces actions (Capasso et al., 1983).

Effets antiviraux : Les phénanthrenes dérivés de rhizomes de T. communis ont une
activité inhibitrice contre les virus de la stomatite vésiculeuse et humaine de type

rhinovirus 1B (Aquino et al., 1991).
17
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o Effets cytotoxiques: Beaucoup de dérivés hydroxy/alkoxyphénanthrenes isolés des
extraits de rhizomes de T. communis présentent des effets cytotoxiques observés, in
vitro, sur des lignées cellulaires d'adénocarcinome humain (HelLa), (Kova'cs et al.,

2007).
b. Teucrium polium

Plusieurs recherches ont démontré certains effets pharmacologiques attachés a
I’utilisation de Germandrée tomenteuse, parmi lesquelles on invoque 1’action antibactérienne,
anti-inflammatoire, anti-ulcerogéne, anti-nociceptive, antispasmodique, antidiabétique,
diurétique, hypolipidémique, antifongique, antagoniste du calcium et cytotoxique (Autore et
al., 1984 ; Suleiman et al., 1988 ;Abdollahi et al., 2003 ; Esmaeili et Yazdanparast, 2004).
Récemment, quelques rapports dans la littérature dévoilent des effets antioxydants des extraits

bruts de T. polium (Ljubuncic et al., 2006).

Par consequent, d'autres investigations sont nécessaires maintenant pour éucider le
mécanisme de |'action pharmacologique et identifier les composants bioactifs responsables de

telles actions afin d'expliquer leur efficacité thérapeutique.

e Anti-nociceptive, antispasmodique: I'extrait aqueux des parties aériennes de
T. polium a montré des effets antispasmodiques et anti-nociceptifs. D’autres études
affirment des propriétés antiviscérales de son extrait éthanolique contre la douleur
comparables a ceux de I’hyoscine et de 1'indométhacine ; et suggere son emploi en
thérapies antispasmodiques chez ’homme. La présence des flavonoides et des stérols
pourrait étre responsable de I'activité anti-inflammatoire de cette plante (Abdollahi et

al., 2003 ; Kaileh et al., 2007).
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Antidiabétique : L'extrait aqueux de T. polium a montré un effet hypoglycémiant chez
les rats. La propriété insulinotropique de cet extrait a été encore évaluée, in vitro, en
utilisant des Tlots pancréatiques de rat (Esmaeili et Yazdanparast, 2004). Les données
ont indiqué ’extrait brut agueux est capable de réduire le taux du glucose sérique
principalement en augmentant la sécrétion d'insuline par le pancréas par comparaison
aux Tlots témoins. Cependant, les composés responsables de I'activité hypoglycémique

ne sont pas encore éucidés (Rasekh et al., 2001 ; Shahraki et al., 2006).

Antifongique: I’extrait de T. polium a éé employé dans le traitement des abces

fongiques (Esmaeili et Y azdanparast, 2004).

Antipyrétique, Antimicrobien : L’extrait éthanolique de T. polium présente un effet
antipyrétique contre la levure et le pyrexia de carragénine. Le mécanisme du
I’hyperthermie de carragénine a été liée & un dégagement des prostaglandines au site
de l'injection par l'irritant en inhibant la synthése de prostaglandines au niveau
périphérigue (Shakhanbeh et Atrousse, 2000). Cette hypothése est renforcée par le fait
que cet extrait peut empécher la formation d'cedéme. Cependant, I’extrait de T. polium
a montré une remarquable activité antibactérienne contre les bactéries Gram positive
et Gram négative. D'autre part, il présente des degrés élevés de résistance a nombreux

agents antimicrobiens (Autore et al., 1984 ; Aggeliset al., 1998).

Cytotoxique: les résultats montrent que 1’extrait éthanolique de T. polium dispose un
potentiel antitumoral trés efficace par I’inhibition, in vivo, de la génération de colonies
de quelques lignées cellulaires en milicu d’agarose et la suppression leurs croissance
(Nematollahi-Mahani et al., 2004). Toutefois, 1’extrait aqueux de T. polium augmente

la cytotoxicité négociée contre N-méthyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine sur des cultures
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de cellules primaires des hépatocytes des rats et réduit significativement les index

mitotiques et les cellules nécrotiques (Khader et al., 2007).

1.1.5 Donnéestoxicologiques
a. Tamus communis

Les grands tubercules de T. communis peuvent causer une irritation une fois frottée sur
la peau. La plante bénéficie d'une réputation, totalement usurpée, d'action curatrice des
ecchymoses; cet usage est a proscrire formellement, les risques de dermatites éant bien

supérieurs aux bénéfices attendus (Schmidt et Moult, 1983).

Les analyses chimiques ont montré la présence d'histamine dans le mucilage de rhizome
de T. communis, ce qui peut contribuer a des réactions de dermatite de contact chez I'homme
(Capasso et al., 1983). En outre, les glycosides stéroides et les phénanthrénes isolés des
rhizomes de T. communis suggéerent que ces é éments exercent une activité cytotoxique chez
les animaux de laboratoire, mais leurs effets sur I'hnomme ne sont pas encore connus (Kova'cs

et al., 2007).

Suivant les manuels de plantes et d'herbes, toutes les parties de la plante sont toxiques
en raison de la saponine contenue. Les jeunes pousses sont parfois consommées comme des
asperges (parfois confondues avec les asperges sauvages), la saveur est trés amere mais
aucune toxicité n'est constatée. (Lentini et Venza; 2007). La racine, dont la pulpe est
rubéfiante et vésicante (provoque des ampoules sur la peau) était employée en médecine
populaire pour soigner les contusions. La consommation des baies ou de tubercules peut

provoguer des troubles digestifs graves. Elle est donc considérée comme toxique. (Tableau 2)
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Tableau. 2 : Intoxication accidentelle chez ’homme par les différentes parties de Tamus communis
(Schmidt et Moult, 1983).

Intoxication par Tamus communis

Nature du toxique :
Oxalates de calcium
Saponosides

Organesincrimnés:
Plante entiére
Tubercules

Baies

Rhizomes crus

Symptémes :

Dermatites par contact local inflammation, cedéme, brilures

Troubles respiratoires, hyperthermie.

Troubles digestifs graves : nausées, vomissements, diarrhées, irritations des mugueuses digestives.

b. Teucrium polium

Les auteurs ont pu démontrer expérimentalement que la nécrose hépatique peut étre
provoquée par un extrait de Germandrée tomenteuse enrichi en diterpénes et que
I’administration préalable d’activateurs ou d’inhibiteurs du cytochrome P45 augmente ou
diminue la toxicité (Matté et al., 1995 ; Mazokopakis et al., 2004); I’activation des furano

néoclérodanes semble donc | e préalable indispensable a 1’action toxique.

Les diterpénes provoquent la mort rapide et massive des cellules par apoptose en
augmentant le calcium intracdllulaire en stimulant diverses enzymes calcium dépendantes
(endonucléases, transglutaminase). Cette implication du noyau furanique n’est pas
surprenante : le mécanisme de 1’hépatotoxicité reporté par Stickel et al., 2005 stipule que le
cytochrome Ps50 3A active les furano néoclérodanes de la germandrée tomenteuse en

époxydes toxiques qui peuvent étre neutralisés par conjugaison avec le glutathion ; en cas
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contraire, les époxydes provoguent une déplétion en glutathion et thioprotéines, interagissent
avec les protéines hépatiques et menent a la mort de cellules de foie par I'induction de

I’apoptose

=
| | Furano-
/ ditérpenoides

O
Inducteur enzymatique v
Exp.rifamicine -~ CYP 4|5"3 34
v

Epoxyde hautement réactif
{interaction avec les protéine et FADN)

Inactivation Hépatotoxicité
(glutathione, époxyde hydrolase) (apoptose)

Figure. 6 : Meécanisme d’action toxique des furano-diterpénoides extraits a partir de Teucrium
polium (Stickel et al., 2005).

1.2 Foieet rein, Rappels anatomiques et structuraux

1.2.1 Foie

1.2.1.1 Organisation du foie
Chez I'nomme, le foie est un organe abdomina impair et asymétrique, logé dans

I'hypocondre droit, la loge sous-phrénique droite, la partie supérieure du creux épigastrique

puis atteint I'hyponcondre. C'est le plus volumineux des viscéres humains (2 % du poids
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corporel) et I'organe du corps humain qui effectue le plus grand nombre de transformations

chimiques (Lullmann et al., 1998).

Le foie adulte est séparé en deux lobes anatomiques par I’insertion du ligament
falciforme, en outre, sur la face postéro-inférieure du lobe droit, on connait en avant le lobe

carré et en arriere le lobe caudé (Figure 7a) (Marchall et bangert ; 2004).

De point de vue histologique, le foie est constitué de cellules hépatiques (hépatocytes)
organisées en travées autour des sinusoides. L'unité fonctionnelle du foie est le lobule
hépatique. Le lobule hépatique est entouré d'espaces portes, ou sont groupees les branches de
I'artere hépatique, de la veine porte et des canaux biliaires. Le sang circule a travers les
hépatocytes des espaces portes vers les veines centro-lobulaires. A I'inverse, les canalicules
biliaires sont constitués de sillons ménageés entre les faces accolées d'hépatocytes adjacents.
Ses échanges avec le reste du corps se font pour la plupart a travers sa double irrigation
sanguine (veine porte et artere hépatique), qui se termine par une multitude de capillaires
jusqu'a l'intérieur du foie (Figure 7b). 80 % des cellules du foie sont des hépatocytes mais il
existe d'autres types cellulaires, on note la présence des lymphocytes hépatocytaires, cellules
biliaires et endothéliales, cellules de Kippfer, cellules Ito (fonction métabolique de la
vitamine A et des lipides, et synthese la matrice extracellulaire autour de cellules

endothéliales) (Lullmann et al., 1998).

23



Revue bibliographique

Ligament falciforme
Diaphragme

=

=

7z . /s - Ligament coronaire
A droit du foia ) du foie
! e 1 Lobe gauche du foie
| -

. e et U conduit hépatique
Conduit hepatique droit — ¥ o5 ,nha Y . commun
" ) " .. Ligament rond
Conduit cystique - Conduit cholédoque
PANCREAS

ES0ire
Vésicule biliaire

Duocdénum —- Quaus
) \ Corps
mpoule hé RN, o X Conduit pancréatique
Samré;?iggg N A / - (canal de Wirsung)

(ampoule de Vater) \“‘- : ! - —— Jéjunum
N - =Tp

Vue antéricure

capillaire radié

triade portale

canal C M hépatocytes
Lilimire "

branche de In

brancho de
IFartérs
hérpatiguee

o weine
cantrolabulaire
‘. "
vaisseaux perilobulaires lame d'hépatocytes

Figure. 7 : Organisation structurale et anatomique du foie (Marchall et Bangert ; 2004).
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1.2.1.2 Fonctionsdu foie

Le foie assure plusieurs fonctions biologiques qui sont récapitulées dans le Tableau 3.

Tableau. 3: Fonctions principales du foie (Marchall et Bangert ; 2004).

Fonctionsdu foie

M étabolisme glucidique
Néoglucogenese
Synthése de catabolisme du glucose

M étabolisme lipidique

Synthese des acides gras et des lipoprotéines
Synthése et excrétion du cholestérol
Synthése des acides biliaires

Cétogenese

25-Hydroxylation de lavitamine D

M étabolisme protidique
Synthése des protéines plasmatiques (Albumine et facteurs de coagulation)

Synthése de 1’urée

M étabolisme hormonal
M étabolisme et excrétion des hormones stéroidiennes
M étabolisme des hormones polypeptiques

Stockage
Glycogeéne
Vitamine A, By
Fer

M étabolisme et excrétion de la bilirubine

Fonctions défensives
Détoxification des déchets métaboliques et toxiques
Défence antitumorale et antivirale

1.2.1.3 Meétabolisation des xénobiotiques
Le foie est I'organe principa du métabolisme des médicaments puisque la mgjorité des

enzymes responsables des ces actes se trouvent principalement au siége hépatique. Pour cela

plusieurs processus biochimiques sont mis en jeu, ils aboutissent en général alaformation de
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produits plus polaires (hydrophiles) que la molécule d’origine, par conséquent facilement
éliminables par le rein (Marchall et Bangert ; 2004). Le processus oppose par lequel les
substances sont métabolisées en produits toxiques ou par la libération de métabolites dont les
toxicités sont augmentées suite aux des interactions biochimiques, ces réactions sappellent

toxification (Figure 8) (Manahan, 2003).

Toxique Protoxique
il r ,l‘ 1 -
PN R ]
P Saa (O '
] L ]
Détoxifie L Meétabolise '
[ ] [ ]
o L T ]
- (]
Non-change
Conversion

métaboligue en
forme toxique

] 1

Excrétion Metabolite actif pour d’autres
Interactions biochimiques

Métabolisme du xénobiotiques

Molécule mére active pour d’autres
Interactions biochimiques

Figure. 8 : Interactions biochimiques des xénobiotiques (Manahan, 2003).

Ces réactions de détoxification sont subdivisées en deux groupes:
Réactions de phase | dites dégradation. On regroupe sous ce terme toutes les réactions qui

impliquent une modification de la molécule active soit par oxydation, hydrolyse ou réduction.

Réactions de phase 11 dites conjugaison : les conjugués en général sont plus hydrosolubles

donc facilement éxcrétables que la substance meére. Elles englobent des réactions de
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glucuroconjugaison, sulfoconjugaison, méthylation, acétylation et conjugaison au gluthation

(Figure 9) (Manahan, 2003).
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Figure. 9: Réactions d’éliminations de quelques médicaments (Lullmann et al., 1998).
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1.2.1.4 Hépatotoxicités médicamenteuses

Le foie est, dans I’organisme, figure 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 et la question du rdle d’une origine médicamenteuse dans la genése
des anomalies biologiques observées doit étre systématique. Les lésions hépatiques
meédi camenteuses restent un défi quant a leur physiopathologie, leur approche diagnostique

et thérapeutique (Kaplowitz, 1997 ; Mégarbane et al ; 2007).
Les principales atteintes hépatiques d’origine toxique sont subdivisées en deux :

Atteintes aigués : Stéatose (surcharge graisseuse), Cholestase (arrét de 1’écoulement biliaire),

Nécrose hépatique (cytolyse hépatique ou hépatite).

Atteinte chronique : Hépatite chronique qui peut a I’origine d’une insuffisance hépatique telle
que la fibrose, Cirrhose et Cirrhose lobulaires, tumeurs (Kaplowitz, 1997 ; Lullmann et al.,

1998).

Les autres facteurs pouvant déclencher ces phénomenes pathologiques, s’en ajoutent
d’autres, liées a 1’oubli des médications consommées, aux interactions médicamenteuses, a la
mise sur le marché de molécules de toxicité encore imparfaitement connue, a la
consommation de substances végétales et/ou de composition incertaine (Geubel et Rahier,
2006). Un exemple typique des hépatotoxicités associées aux végetaux exposé par Teucrium
polium; qui peut engendrer des complications d’ordre cytolytique aigue et/ou chronique

(Tableau 4).
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Tableau. 4 : Principal es hépatotoxicités associées a la phytothérapie (Geubel et Rahier, 2006).

hépatocyte Cholangiocyte [Enduthéliumrascul.] [ Cellule stellaires ]
Y
Cytolyse ; :
B Mitochondrie Cholestase hénatocvte Fibroses
Hﬁp?m “gl,m' Steatose microvac Vanishine bile duct o
chron, Fibrose, cirrhose
s *Heliotrpium *Teucirum
*Chelidonium *Margosa *Chelidonium « Senecio » Chelidonium
* Teuerium » Syo-Saiko-To « Larrea triendata Crolalasii «Jhi B Huai
* Kawa-Kawa - “Cascara Symphtum ? ~Larrea {chaparal)

+ Atractylis gum.
a. Mécanisme d’action d’hépatotoxicité

Les mécanismes impliqués dans le dysfonctionnement hépatiques (ex. nécrose) par les
toxines sont mal admis. Au niveau des hépatocytes, toutes les substances érangeres qui
franchissent la barriére intestinale (nécessairement lipophiles), devraient les rendre plus
hydrophiles, avant d’étre excrétés en urine ou en bile (Lullmann et al., 1998). Ce processus
entoure diverses étapes métaboliques, commencant habituellement par des réactions
d’oxydation par Cytochrome P50 (CY P), ensuite une inactivation par un ensemble de systeme
enzymatique par le glucuronide, sulfate, époxyde hydrolase et glutathione (GSH). Enfin, les
métabolites hydrophiles de drogues seront exportés vers la circulation sanguine et filtrés par le
glomérule ou vers la bile par transport des protéines situées sur la membrane apicale des

canalicules biliaires et des hépatocytes (Ingwale et al., 2009).

Bien que quelques drogues puissent étre directement toxiques aux hépatocytes (ex.

inhibiteurs des nucléosides réverse transcriptase qui inhibent la production d’ADN
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mitochondrial), dans la plupart des ces réactions néfastes, les dommages suivent
vraisemblablement un ordre d’événements rares qui commenceraient par la génération des
meétabolites réactifs par les isoenzymes de CY P causant des ruptures des liaisons covaentes
aux cellules liées entre elles par les protéines intercellulaires ou par la genése du stress
oxydant suite a 1’épuisement des enzymes GSH (Figure 10). Ceci, plus tard, pourrait avoir
divers effets sur les hépatocytes, y compris une réduction de la fonction mitochondriale, perte
de gradients ioniques, chute des niveaux d’ATP, rupture des fils d'actine, gonflement de
cellules, destruction totale de la cellule par I’induction de 1’apoptose (Rajender et Faust,

2006).

! E@Fm&&.-ﬁ'«i:.»?:.-:-.-z'w_@:m;,__-;_-. Dbt e i bR T
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Figure. 10 : Effets de médicaments sur les facteurs de risque génétiques et environnementaux
(Rajender et Faust, 2006).
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b. Evaluation d’une hépatotoxicité

Pour évaluer 1’état du foie, un examen approfondi doit étre mis en place, il comporte
des tests biochimiques (enzymatiques et protéines plasmatiques) et histologiques (Rajender et

Faust, 2006).

Les enzymes utilisées dans 1’évaluation de la fonction hépatique sont 1’aspartate
et I’alanine aminotransférases (TGO et TGP), la phosphatase alcaline PAL et y glutamyl
transférase (y GT). En généra, ces enzymes ne constituent pas des marqueurs spécifiques du
dysfonctionnement hépatique. L’izoenzyme hépatique des PAL est une exception, et I’activité
TGP est plus spécifique du foie que TGO (c’est I’enzyme de I’exploration musculaire et se
trouve également dans les muscles striés). L’augmentation des aminotransférases conduit une
cytolyse, les activités plasmatiques peuvent étre 20 fois plus élevées que la limite supérieure
de la normale en cas d’hépatite. Dans le syndrome de cholestase 1’activité de PAL s’éléve,
cela est du principalement a 1’augmentation de la synthése de I’enzyme stimulée. Cependant,
en pratique, I’augmentation de 1’activité des aminotransférases et PAL en fréquente dans les
pathologies hépatiques en général, méme si I’'une des deux prédomine parfois (Lullmann et
al., 1998). Dans le syndrome de cholestase primaires, il peut y avoir des lésions
hépatocellulaires secondaires et une élévation subséquente de I’activité de y GT alafois dans
un marqueur trés sensible mais non spécifique de pathologie hépatique. Ainsi, méme si
certains profils enzymatiques sont fréguemment observés dans des pathologies hépatiques
variées, ils ne sont pas véritablement diagnostiques. L’enzymologie clinique est tres utile dans
le suivi des pathologies, une fois le diagnostic pose (Marchall et Bangert ; 2004).

La bilirubine totale est un pigment qui provient de la dégradation de 1’hémoglobine

présente physiologiquement dans le plasma sous forme non conjuguée (environ 95%) ; dans
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la mesure ou elle est liée aux protéines, elle n’est pas filtrée par les glomérules rénaux
(Ldllmann et al., 1998).Une hyperbilirubinémie reflete une augmentation de ce sa
concentration plasmatique en bilirubine conjuguée, ceci peut étre le signe d’un ictere,

affections hépatiques, anémie et insuffisance cardiaque (Marchall et Bangert ; 2004).

1.2.2 Reins

1.2.21 Morphologie générale
Les reins sont deux organes localisés dans la partie postérieure de I'abdomen, de part

et d'autre de la colonne vertébrale. Chaque rein mesure environ 11 cm de long, 6 cm de large
et a une épaisseur de 3 cm, et est relié al'artere aorte et ala veine cave inférieure par I'artére
et la veine rénale. Topographiquement, les reins ne sont pas exactement symétriques. Le rein
droitest situé plus bas, le rein gauche souvent un peu plus volumineux et un peu moins large

et plus allongé (Pellet, 1977).
a. Aspect macroscopique : on distingue

e Une zone périphérique, foncée, granuleuse, c’est la zone corticale, ou cortex du rein

qui prolonge en direction du hile par des travées convergentes : les colonnes de Bertin.

e Une zone centrale, plus claire, striée longitudinalement, occupe les espaces compris
entre les colonnes de Bertin: c’est la zone médullaire, cette zone possede 8 a 12
pyramides striées appel ées pyramides de Mal pighi, dont |le nombre varie entre especes.
La base de ces pyramides est recouverte par le cortex alors que le sommet de chague
pyramide se projette vers le centre du rein donnant le calice mineur .Chaque calice
mineur collecte 1’urine d’une pyramide, et converge pour former les calices maeurs

qui forment aleur tour le bassinet qui se jette dans 1°uretére (Lullmann et al., 1998).
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b. Aspect microscopique: Le parenchyme réna est essentiellement constitué par un tres

grand nombre d’unités anatomiques appelées néphron, il comporte deux parties

physiologiquement et anatomiquement distinctes : un glomérule et un tubule (Pellet, 1977).

Le glomérule est un réseau de petits vaisseaux sanguins, les capillaires, entourés d'une
structure appelée capsule glomérulaire, qui sert de filtre. Dans le glomérule, la
membrane basale du capillaire délimite deux espaces : I'un situé en dedans, appelé
espace endocapillaire ou endomembraneux ; I’autre situé en dehors, appelé espace

extracapillaire ou extramembraneux (Magali et al, 2008).

Le tubule se subdivise en trois parties fonctionnelles ; Tubule proximal : situé apres la
capsule de Bowman et avant I'anse de Henle ; il participe alaréabsorption de certaines
substances. L'anse de Henle ¢’est la section du néphron conduisant du tubule proximal
au tubule distal. Elle est responsable en grande partie de la concentration des urines,
ceci avec l'urée. Tubule distal sa partie contournée est en contact avec l'artériole
afférente de son néphron au niveau dune structure appelée |'apparell
juxtaglomérulaire. C'est a ce niveau que se fait la sécrétion de rénine, hormone phare
du contréle de la tension artérielle par le rein. Tubule collecteur qui représente la

portion droite terminale du tubule contourné distal (Figure 11) (Blanchard,2008).
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Figure. 11 : Segmentation anatomique et fonctionnelle du néphron (Blanchard, 2008).
PTH (parathormone), ADH (AntiDiuretique Hormone)

1.2.2.2 Fonctionsrénales
Le rble vital des reins est intimement lié a leur fonction dans 1’homéostasie du milieu

intérieur, permettant de protéger les cellules vis-avis des conséquences des variations
environnementales de 1’organisme (Lullmann et al., 1998).Le rein exerce plusieurs fonctions

vitales:

e Filtration glomérulaire: forme la premiére éape dans la formation de I'urine. Le
plasma filtre au travers du glomérule vers 1’espace de Bowman selon un débit de

filtration dans les capillaires glomérulaires (Bangert et Steven ; 2004).
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Réabsorption et sécrétion tubulaire: les glomérules filtrent par jour 180 litres de
fluides dépourvus de protéines mais contenant de nombreux électrolytes et produit de

déchets (Pellet, 1977).

Epuration du milieu intérieur : élimination des déchets (urée, ammoniaque), des

toxiques (substances médicamenteuses) et des fluides en excés dans I'organisme.

Controle et maintien de I'équilibre en certains minéraux et éectrolytes : sodium,

potassium, calcium, phosphore, etc (Marchall et Bangert ; 2004).

Maintien de I'équilibre acido-basique de I'organisme (concentration en ions H+). Ils
remplissent cette fonction grace a une réabsorption de bicarbonates et une dimination

active de protons (Blanchard, 2008).

Role endocrine : sécrétion de plusieurs hormones, parmi lesquelles la rénine, qui
participe au maintien la tension artérielle. Aingi, le rein produit les prostaglandines E

et les prostacyclines (Bangert et Steven ; 2004).

Activation de la synthese de la vitamine D, qui permis |'absorption du calcium

d’origine alimentaire par l'intestin et son utilisation dans la structure des os.

Fonction hématopoiétiques: le rein est le principa effecteur du contréle de
I’érythropoiése. Un état d’hypoxie, consécutif par exemple a une baisse du nombre des
hématies, entraine la sécrétion par le rein de 1’érythrogénine .Cette enzyme active
immeédiatement un facteur plasmatique : 1’érythropoiétine qui stimule la production

d’hématies par la moelle osseuse (Marchall et Bangert ; 2004).
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1.2.2.3 Marqueursbiochimiquesdelafonction rénale

Le bilan rénal “standard” sert a dépister un éventuel dysfonctionnement du rein. Il
comprend en premiere approche quelques examens simples qui seront complétés par d’autres

s besoin (Lullmann et al., 1998).
a. Analyse sanguine:

Différentes substances filtrées par le rein sont ainsi dosées dans le sang et dans les
urines : des édéments minéraux (sodium, potassium, chlore, calcium, phosphore), les protides
et les bicarbonates, mais aussi et surtout, I’'urée et la créatinine, dont les taux sanguins

augmentent en cas de dysfonctionnement rénal (Blanchard, 2008).

La créatinine est une molécule azotée produite par |'organisme par |'intermédiaire du
catabolisme de la créatine qui est un composé protéique contenu dans le tissu musculaire. La
créatinine est une molécule physiologiguement inerte. Cela signifie qudle n'est ni
métabolisée, ni utilisée dune quelconque maniére par l'organisme. Elle est strictement
éliminée par les reins. Son dosage est employé dans |'évaluation de la fonction rénale et plus
particulierement dans I'estimation du débit de filtration glomérulaire. Cette estimation
sobtient, en pratique, par le calcul de la clearance de la créatinine. Une élévation de sa
concentration dans le sang est une indication de dysfonctionnement rénal ; des données sur sa
concentration sanguine et urinaire peuvent étre utilisées pour estimer le taux de filtration

glomérulaire (Marchall et Bangert ; 2004).

L’urée est une molécule de 60 daltons. Elle représente la forme principae
d’¢limination 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. L’urée
passe dans les néphrons quelle que soit sa concentration dans le sang : c’est une substance

sans seuil. Cette molécule est filtrée librement dans le glomérule mais est réabsorbée au
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niveau des tubes proximaux et distaux (Bangert et Steven ; 2004). Une teneur élevée indique
généralement une atteinte glomeérulaire, mais la concentration peut étre aussi modifiée par une

alimentation inadéquate ou par une hépatotoxicite fréquente (Frank, 1992).
b. Analyses des urines

Les urines sont composées d’eau a 95% et contiennent principalement de 1’urée et du
chlorure de sodium (NaCl). On trouve aussi (en moindre quantité) du potassium, du calcium,
du phosphore, de la créatinine. Le bilan urinaire pratiqué en routine sert a s’assurer qu’il n’y
pas de proténes (proténurie), de sucre (glycosurie), de sang (hématurie), de pus

(leucocyturie) ou de germes (recherche de nitrites) dans les urines (Frank, 1992).

La protéinurie en raison de leur taille seulement une faible partie des protéines de
faible poids moléculaire passe le filtre glomérulaire.Ces protéines sont facilement réabsorbées
par les tubules proximaux et leur présence en grande quantité¢ dans 1’urine est une indication
de la perte de la fonction de réabsorption tubulaire. Par contre, 1’excrétion de protéines de
poids moléculaire élevée indique une perte de I’intégrité des glomérules (Lullmann et al.,

1998).

La glycosurie représente le glucose présent dans le filtrat glomérulaire est totalement
réabsorbé dans les tubules. La glycosurie en I’absence d’hyperglycémie indique une

déficience tubulaire (Marchall et Bangert ; 2004).

c. Examens histologiques: se subdivise en examens macroscopiques qui traduisent les
modifications pondérales de 1’organe, suggérent souvent des Iésions rénales. De nombreuses
autres lésions pathologiques peuvent étre détectées a 1’examen macroscopique ; les examens
microscopiques peuvent révéler le site, 1’étendu et 1’apparence morphologique des 1ésions
rénales (Frank, 1992).
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2 Materiels et Méthodes
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2.1 Matériel

2.1.1 Matériel biologique

Les parties souterraines (rhizomes) de Tamus communis et aériennes de Teucrium polium
ont été récoltées en Novembre 2007 aux environs de Bouandes et Bougaa (les deux régions sont

situées au nord de Sétif), respectivement.

Le modéle animal choisi est le rat blanc, Albino Wistar issus de ’institut Pasteur
d’Alger. Cette étude a été réalisée sur des rats femelles de poids moyens de 186.37 £ 11.53 gr
pour T. communis et 201.61 £ 7.04 gr pour T. polium. Un élevage est effectué dans
I’animalerie du département de Biologie, Université de Sétif. Les animaux sont maintenus en
période de stabulation deux semaines avant 1’expérimentation, ils sont installés dans des cages en
plastique transparentes de longueur égale a 55cm, d’une largeur de 33cm et d’une hauteur de
19cm munies d’un porte étiquette ou est mentionné le nom du lot, le traitement subi et les
dates des expérimentations. Les rats regoivent un aliment standard provenant de I’ONAB, El-
Kseur Bejaia et de I’cau. La température de I’animalerie est entre 20-25°C (Figure 12).La

litiere utilisée est la sciure renouvelée deux fois par semaine pour assurer le bon état

hygiénique des animaux.

Conditionnement des rats Rats en cage
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Figure. 12 : Conditions d’installation des rats au niveau de 1’animalerie de I’université.

2.1.2 Réactifschimiques
Les sels et les produits chimiques de grade analytique proviennent tous de Sigma, les
autres réactifs et solvants sont obtenus au prés de Prolabo, Aldrich, Organics et Janssen

Chemica

2.2 Méthodes

2.21 Technique d’extraction

Les parties des deux plantes ont été lavées avec de 1’ecau de robinet, séchées a 1’ombre
et broyées a I’aide d’un mortier. Ensuite, ’extraction est effectuée dans le méthanol a 85%
(100 gr de plante seche/ 500 ml de méthanol) sous agitation pendant 7 jours a température
ambiante et a I’abri de lumiére. Le tout est par la suite filtré sur verre fritt¢ (N°03), le solvant
est récupéré du filtrat par évaporation dans un rotavapor (BUCHI). L’extrait obtenu est par la
suite lyophilisé. Le procédé de la macération par le méthanol est le méme pour la macération
avec de I’eau. La solution méthanolique est distillée sous vide jusqu'a I’obtention d’un extrait
brut sec E1, ensuite, le précipité P1 serait repris de nouveau pour une seconde extraction afin
d’obtenir un 2°™ extrait brut sec E2. Enfin, les masses de E1 et E2 sont mélangées (Zabri et

al., 2009). L’extrait obtenu, d’une couleur marron-claire pour T. communis et vert-foncée

pour T. polium, est considéré comme étant 1’extrait brut (Figure 13).
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Parties aériennes de T. polium Rhizomes de T. communis

i

Séchage et broyage

v

Poudre + Méthanol 85% (50%) P/V)

1%¢ extraction | Agitation pendant 7 jours

I v
Extrait E1 ! Précipité P2

2¢éme axtraction

. BratE2 Précipité P2

Figure. 13 : Etapes du fractionnement méthanolique de I’extrait brut de Tamus communis
et Teucrium polium.
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2.2.2 Etude phytochimique
a. Dosage des flavonoides
La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans I’extrait de T. communis et T. polium; a 1 ml d’échantillon ou
de standard (préparés dans le méthanol avec dilutions convenables) est gjouté 1 ml de la
solution d’AlCI3 (2% dans le méthanol). Apres 10 minutes de réaction, I’absorbance est lue a
430 nm par le spectophotométre Spectronic ® Genesys  .La concentration des flavonoides
est déduite a partir la gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40 pg/ml) et est

exprimée en microgrammes d’équivalent de quercétine et/ou rutine par milligramme d’extrait

(Figure 14).
-~ Quercetine
1.6 y = 0.0393x + 0.0044 -+ Rutine
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Figure. 14 : Droite d’étalonnage de la quercétine et la rutine (moyenne + SD de trois mesures).

b. Dosage des polyphénols
La teneur en composés phénoliques des différents extraits de T. communis et T. polium

a été estimée par la méthode de Folin-ciocalteu selon (Li et al., 2007) basée sur la réduction
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en milieux alcalin de la mixture phosphotungstic (WO,*) phosphomolybdic (MoO,*) du
réactif de Folin par les groupement oxydables des composés polyphénoliques, conduisant a la
formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces dernier présentent un maximum
d’absorption dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
I’échantillon (Georgé et al., 2005). Brievement, 1 ml de réactif de Folin (dilué 10 fois) est
ajouté a 200 pl d’échantillon ou de standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions
convenables, Aprés 4 min, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont
additionnés au milieu réactionnel. Apreés 2 heures d’incubation a température ambiante

I’absorbance est mesurée a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de la droite d’étalonnage
établie avec 1’acide gallique (0-200 pg/ml) et est exprimée en pg d’équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (Figure 15).

2.0
y = 0.0125x - 0.0086
R%=0.993

é 1.54
N
0]
g 1.0
<
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0 50 100 150

Concentration pg/ml

Figure. 15 : Droite d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).
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2.2.3 Effetsdesextraitsde T. communiset T. poliumin vivo :
2.2.3.1 Evaluation delatoxicité des plantes:

A fin de suivre 1’évolution corporelle des animaux le long de I’expérimentation, leurs
poids sont déterminés avant et apres |es semaines de traitement et 24 heures avant le sacrifice.

Cette répartition est réalisée selon ’homogénéité de leurs poids.
a. Toxicité aigué

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise unigue ou a court
terme apres plusieurs prises rapprochées. C’est 1’étude qualitative et quantitative des
phénomeénes toxiques rencontrés aprés 1’administration unique de la ou des substances actives
contenues dans 1’échantillon. Cette étude décrit les symptomes observés, y compris les
phénomeénes locaux et fournis, I’indication de la DLso. L’étude sur les rats de laboratoire est
effectuée sur un nombre homogene d’animaux, la durée de 1’observation des animaux est
précisée par I’expérimentateur : en général elle n’est pas inférieure a une semaine (Dialo,

2005).

La dose létale 50 (DLso) est la dose d’une substance chimique qui, administrée a des
animaux de laboratoire provoque la mort de la moitié d’entre eux ; €lle peut ére déterminée
par plusieurs méhodes qui sont: méhode de Dragstedt et Lang, méhode de Karber
et Behrens (Stowtchiva, 1988) et méthode de Miller et Tainter (Dupont, 1970).Dans notre
approche, la méthode de Karber et Behrens est utilisée pour déterminer la DLso des deux
extraits de plantes T. communis et T. polium. Le principe de cette technique consiste a
administrer des doses croissantes de substance a des lots de rats de masses uniformes, la dose

administrée est exprimée en mg/kg de masse corporelle des animaux et la différence entre les
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doses voisines doit étre constante. Pour chaque lot, on note le pourcentage de mortalité dans

I’heure qui suit ou au bout du temps imparti.

LaDLso est obtenue par laformule: [DLso = DL1oo— S (a.b) /n

DL1oo : la plus petite dose tuant tous les animaux

a = lamoyenne de la somme des morts a deux doses consécutives
b = la différence entre deux doses successives

n = nombre d’animaux utilisé€s par lot.

La DLso permet de mesurer la toxicité d'une substance et d'établir des classes de
toxicité (Stowtchiva, 1988 ; Oduola et al., 2007). En général, plus la DLso est petite, plus la
substance est toxique. Le contraire est également vrai : pluslaDLso est élevée, pluslatoxicité

est faible comme le montre le Tableau 5.

Tableau. 5: Classes de toxicité selon 1’échelle de Hodge et Sterner chez les rats de laboratoire
(Ulanova, 1975 ; Frank ,1992)

DLso orale Indicedetoxicité
Jusgu'a 1 mg/kg 1 = extrémement toxique
1450 mg/kg 2 = hautement toxique

50 a 500 mg/kg 3 = modérément toxique
500 a5 000 mg/kg 4 = |égérement toxique
5000 a 15 000 mg/kg 5 = presgue pas toxique
Plus de 15 000 mg/kg 6 = relativement inoffensif

Les rats préalablement mis a jeun pendant 24 heures sont regroupés par lot de 10 pesants
entre 120-200 gr. Les doses utilisées sont : 0, 1500, 3000 ,6000 et 12000 mg/kg d’extrait

méthanolique de T. communis et 0, 300, 600, 1200 et 2400 mg/kg d’extrait méthanolique de
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T. polium. Les extraits ont été repris dans NaCl 9 %o et administrés aux rats par gavage a
raison de 1 ml de solution par 100 gr de masse corporelle. Le lot témoin ne recevait que du
NaCl 9 %o. Par la suite, les symptomes possibles sont observés ainsi que le nombre de morts
au bout du temps imparti (les premiéres 15 min. ensuite les 1%°h, 2h, 24h, 72h jusqu’au 14

jour).
b. Toxicité subaigué

Ces épreuves ont pour objet de mettre en évidence les atérations 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. Le choix de la ou des voies d’administration doit
tenir compte de la voie pour I’emploi thérapeutique et des possibilités de résorption. Le mode
et le rythme des administrations ne sont pas codifiés strictement mais doivent étre clairement
indiqués ainsi que la durée des essais (Manahan, 2003). Il est utile de choisir la dose la plus
élevée de fagon a faire apparaitre des effets nocifs, ainsi que les doses inférieures permettent
alors de situer la marge de tolérance du nouveau produit chez 1’animal (Figure 16).
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 qui se rapportent aux organes extérieurs ains que la base des comptes rendus

nécrosiques, accompagneés des examens histologiques qui s’y rattachent (Dialo, 2005).
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Figure. 16 : Effets et réponses aux substances toxiques (Manahan, 2003).

Le poids des rats, Wistar albinos, femelles adultes de poids égal a 193.84 + 10.56 gr,
sont répartis en quatre lots expérimentaux de huit animaux chacun. Les trois doses
journaliéres administrées aprés des tests préliminaires de DLso sont de 75, 150, 300 mg
d’extrait /kg de poids de rats pour T. communis et T. polium. (Do) témoins, (D;) gavés avec la
dose 1(75 mg/kg), (D) gavés avec la dose 2 (150 mg/kg) et (D3) gavés avec la dose 3 (300
mg/kg).Cette répartition est réalisée selon ’homogénéité de leurs poids. Les extraits ont été
dissous avec de le NaCl 9%o a raison de 1 ml de solution par 100g de poids des rats, le lot
témoin ne recevait que de NaCl 9%o.

Nous avons poursuivi I’administration jusqu’a la sixiéme semaine (6 applications/7). Au
terme des 6 semaines, toutes les rattes ont été euthanasiées, et les organes prélevés : ovaires,

reins, rate, foie, poumons, coeur, cerveau sont observés in situ.
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2.2.3.2 Préévementssanguins

Les prélévements sanguins sont effectués chez les rats a jeun et sous anesthésie par 1’éther
diéthylique. 1ls sont réalisés dans le jour d’cuthanasie a partir du sinus caverneux par le biais
des tubes de micro hématocrites. Au cours de chague prélevement, 2 a 3 ml de sang sont
recueillis dans un tube hépariné et dans un autre tube contenant ’EDTA, ensuite les tubes
héparinés sont centrifugés a 4000 g/ 5min. a 4°C. Le sérum obtenu est aliquoté et conserve a

une température de —20°C jusqu’aux analyses biochimiques.
a. Examens biochimiques

Les parametres sériques suivants: Glucose (Glu), Urée, Créatinine (Créat), Acide
urique (AU), Sodium (Na), Potassium (K), Cholestérol total (Chol T), Triglycérides totaux
(TG T), Transaminase Glutamate Oxolo-acétate (TGO), Transaminase Glutamate Pyruvate
(TGP), Phosphatase acaline (PAL) sont mesurés par des méthodes enzymatiques. Ces
dosages ont été réalisés au niveau du Laboratoire Central de I’Hopital Universitaire de Sétif

(CHU).
b. Examens hématologiques

Les paramétres hématologiques pour la formule numération sanguine (FNS) sont : Red
Blood Cells ou Globules rouges (RBC), volume globulaire moyen (MCV ou VGM), mesure
de ’homogénéité du globule rouge (RDW), Hématocrite (HCT), Plaquette (PLT), volume
plaguettaire moyen (MPV), White Blood Cells ou Globules blancs (WBC), Hémoglobine
(HGB), teneur corpusculaire en Hémoglobine (MCH),concentration corpusculaire moyenne
en Hémoglobine (MCHC) sont effectués par le Medonic (Beckman coulteur-USA-) au niveau

du Laboratoire Central du CHU de Sétif.
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2.2.3.3 Reéalisation des coupes histologiques

Les foie et reins prélevés sont fixés dans 10% formol pendant une semaine, puis. Les
étapes suivantes: inclusion, coupe et coloration sont effectuées au niveau du laboratoire

d'anatomie pathologique, CHU de Sétif.

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) (I'opération est automatisée a
I’aide d’un automate TISSUE-TEK® I1). 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 pum d'épaisseur sont étalées sur
des lames et séchées pendant une heure a 37°C, réhydratées, colorées a I'hnématoxyline-éosine

(SHANDON [O]) (Bensalem-Bendjelloul, 1998).

2.24 Analyses statistiques

Les valeurs sont en général exprimées en moyenne + SEM. 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 pour les comparaisons multiples et la détermination des
taux de signification. Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives. La
comparaison des moyennes et des variances est déterminée grace au logiciel « SigmaStat

3.5 » version 3, « SigmaPlot 10.0 » et « Graphpad Prism » version 5.0.
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Résultats

3.1 Evaluation de la technique d’extraction de Tamus communis

et Teucrium polium

L’utilisation de I’extrait brut, soit pour le but de valoriser ce composé largement exploité
en médicine populaire. L’extraction de ces deux plantes est réalisée sous pression et a froid.

Cette méthode possede des avantages par rapport a I’extraction par les solvants organiques.

Dans ce présent travail, a partir de 870.50 gr des rhizomes de T. communis et 800 gr des
parties aériennes de T. polium extraites et aprés évaporation sous vide et intensive du
méthanol et lyophilisation, une poudre brune foncée de T. communis et vert foncée de
T. polium est récupérée. L’extraction méthanolique a donné un rendement de 6.45 % pour
T. communis et 8.24 %. Ces extraits bruts peuvent contenir la chlorophylle, les flavonoides,

les polyphénols, les acides aminés, les terpenes, les tannins et d’autres composés.

Afin d’appliquer D’extrait brut de T. communis et T. polium pour des essas
pharmacologiques et/ou toxicologiques sur les rats femelles traités, la conservation de 1’état
bioactif des molécules extraites a partir de ces derniéres, semble intéressante. La bio-activité
de I’extrait est limitée par trois facteurs; (i) la nature du solvant appliquée, dont il va
déterminer le type des molécules extraites, (ii) la période d’extraction dans laquelle le temps
de contact des biomolécules avec leur solvant doit ére minimisée et (iii) la température
d’épuisement du solvant, qui ne doit pas dépasser 40°C. A cet égard, 1’épuisement complet du
solvant sous vide s’avere nécessaire, la présence méme des traces du méthanol dans 1’extrait
peut entrainer des effets secondaires indésirables, et de ce fait I’effet positif ou curatif de la
substance pharmacologique peut étre masqué par I’action du solvant (Djeridane et al., 2005 ;

Boizot et Charpentier, 2006).
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3.2 Analyse de I’extrait méthanolique de T. communiset T. polium

Dans le but de caractériser les extraits préparés a partir de T. communis et T. polium, un
dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le
choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques des

plantes leur sont attribués.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode Folin-Ciocalcieu.
L’acide gallique a été utilisé comme standard et la teneur en polyphénols totaux est exprimée
en microgramme d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg

d’extrait).

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode de trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al., 1996) en utilisant comme standard la quercétine et/ou rutine, et est exprimeée
en microgramme d’équivalents de quercétine et/ou rutine par milligramme d’extrait (ug

EQ/mg d’extrait) (Tableau 6).

Tableau. 6 : Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides dans I’extrait brut méthanolique de
T. communis et T. polium.

Teneur en flavonoides

Extraits de plantes Teneur en polyphénols — :
Quercétine Rutine
T. communis 3177+ 4.36 0.11+0.05 0.33+0.09
T. polium 18.63 + 3.51 914+ 2.39 26.27 + 9.05

L es valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.
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3.3. Effets des extraits méthanoliquesde T. communis et T. polium in vivo

3.3.1 Toxicitéaigué

Les résultats de la DLso chez les rats traités oralement par 1’extrait brut méthanolique de
T. communis et T. polium ont montré que la DLso est supérieure a 12000 mg/kg de poids

corporel pour T. communis et a 2400 mg/kg de poids corporel pour T. polium.

Jusqu’a la dose 12000 mg/kg de traitement aigu a base d’extrait de Tamus communis, nous
n’avons pas observé de mortalité importante, cependant vu la classification de la toxicité
selon Hodge et Serner (Ulanova, 1975 ; Frank ,1992), la plante est presque pas toxique. Par
contre pour Teucrium polium, on n’a pas pu calculer la DLso; elle doit étre supérieure a 2400
mg/kg de poids corporel des rats (Tableau 7) .Les symptdmes observés au cours du

traitement aigu sont présentés dans le Tableau 8.

Tableau. 7 : Détermination de la DL50 de I’extrait brut méthanolique de T. communis et T. polium
selon Karbar et Behrens (Stowtchiva, 1988).

Plantes Dose (mg/kg) Nombre derats (n) Pourcentage de morts (%)
Tamus communis 0 (NaCl 9%o) 10
1500 10
3000 10 0
6000 10 10
12000 10 10
Teucriumpolium 0 (NaCl 9%o) 10
300 10
600 10 0
1200 10 10
2400 10 20
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Tableau. 8 : Symptomes observés de toxicité aigue des extraits de T. communis et T. polium basés sur
I'ordre de gravité.

Plantes Dose (mg/kg)  Signes et symptémes Temps
Tamus 0 Normal -
communis 1500 Les rats sont calmes 30 min.
3000 Respiration laborieuse, convulsion 1h
6000 Etat de somnolence, respiration laborieuse, 24 h
convulsion.
12000 Respiration laborieuse, rythme cardiague

accdéé, convulsion, éat de somnolence  1¥%min.
important, paralysie des pattes.

Teucrium O Normal -
polium 300 Poils piqués, rats stressés 1S min.
600 Respiration laborieuse, immobilisation des rats. 1% min.
1200 Poils piques, respiration laborieuse, 6iours
immobilisation des rats, J
2400 Poils piqués, respiration laborieuse, paralysie, 30 mi
o min.
mortalite.

3.3.2 Toxicité subaigué

La carte clinique des rats traités avec les doses est exempte de symptdmes graves lors
de I’intoxication rencontrée chez I’homme (vomissement, convulsion, paralysie, fréquence
respiratoire accélérée) et de I’effet 1étal (Roblot et al ., 1994) ; néanmoins, une diminution

de vivacité et diarrhées des rats traités par rapport aux témoins ont été apercus.

3.3.2.1 Chronologie de I’évolution pondérale
Le suivi de la variation de la masse corporelle des animaux au cours de I’expérience de
toxicité subaigué a démontré qu’il y a une augmentation modérément significative (7%) au
niveau du poids au cours de la 4™ 5% et 6°™ semaines avec la dose 75 mg/kg et une

diminution modérée de 10% au cours de la 1*® semaine avec la dose 300 mg/kg des rats
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femelles traités par 1’extrait méthanolique de T. communis (100 mg/ml) par comparaison aux

blancs (Figure a. 17). Cependant, les rats traités par 1’extrait méthanolique de T. polium

présentent une perte modérément significative (3%) de leurs poids au cours de la 6™ semaine
avec ladose 75 mg/kg par rapport aux témoins (Figureb. 17).
2601 2801
-~ DO -~ DO
240- D1 260- D1
-+ D2 _ -+ D2
220 -+ D3 S 2404 -+ D3
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2001 o 2201
o *
180 200
160 1 1 1 I I 1 180 1 1 1 I I I
> & & F L H > & & F H P
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Figure. 17 : Changement du poids corporel (poids — poids initial) des rats femelles témoins
et traités dans les conditions de toxicité subaigué par 1’extrait brut méthanolique de
(& T. communis et (b) T. polium. Les valeurs sont la moyenne + SEM. * P<0.05,
** P<0.01. Doses : DO, témoin ; D1 (75 mg/kg), D2 (150 mg/kg), D3 (300 mg/kg).

3.3.22 Massesrelatives desorganes

Apres I’examen macroscopique des différents organes prélevés in situ, on a observe que
la taille, la forme et le poids sont normaux, néanmoins quelques taches bleuétres
et hémorragiques des poumons de quelques rats ont été observées. Les valeurs de la masse
relative des organes (ovaires, reins, rate, foie, poumons, cceur et cerveau) montrent des
modifications de certains organes par rapport aux témoins: on a trouvé une diminution
hautement significative au niveau de la masse relative des ovaires des rats traités par I’extrait
méthanoliques de Tamus communis avec les trois doses testées (Figure 18). Cependant, pour
les animaux traités par I’extrait de Teucrium polium, des élévations significatives des vaeurs
de la masse relative des reins avec les doses 150 et 300 mg/kg sont observées. Pour le reste

des organes, les valeurs parai ssent normales par rapport aux témoins (Figure 19).
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Figure. 18 : Variations des valeurs de la masse relative des organes pour les différentes doses au

cours du traitement subaigu avec 1’extrait brut méthanolique de T. communis. Les

valeurs sont les moyennes + SEM (n = 7-8) .Les étoiles représentent la signification

selon le test ’ANOVA ; * (P<0.05), ** (P<0.01), *** (P<0.001). Groupes:

A (masse relative des ovaires), B (masse relative des reins), C (relative de la rate)

et D (masse relative du foie), E (masse relative des poumons), F :(masse relative du
coeur) et G (masse relative du cerveau). Les dosesDy: témoin; D;, D, Dsles
groupes traités avec les doses: 75mg/kg,150 mg/kg et 300 mg/kg d’extrait (100

mg/ml).
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Figure. 19 : Variations des valeurs de la masse relative des organes pour les différentes doses au
cours du traitement subaigu avec 1’extrait brut méthanolique de T. polium. Les
valeurs sont les moyennes + SEM (n = 7-8) .Les étoiles représentent la signification
selon le test ’ANOVA ; * (P<0.05), ** (P<0.01). Groupes : A (masse relative des
ovaires), B (masse relative des reins), C (relative de larate) et D (masse relative du
foie), E (masse relative des poumons), F :(masse relative du coeur) et G (masse
relative du cerveau). Les doses Dy: témoin ; D;, D,, D3 les groupes traités avec les
doses: 75mg/kg ,150 mg/kg et 300 mg/kg d’extrait (100 mg/ml).
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3.3.2.3 Effetssur lesparamétresbiochimiques

Les études sériques effectuées sur rats traités par 1’extrait méthanolique de T. communis
montrent une diminution significative des taux des paramétres suivants : Urée avec les doses
D,, D, et D3 Naavec les doses D,, D3 et AU avec lesdoses D; et D,, et TGP avec la 2™ dose
par rapport aux groupes témoins Do (Tableau 9). Toutefois, les résultats des rats traités par
I’extrait méthanolique de T. polium présentent une éévation significative des taux des
2éme

paramétres suivants ; Glu, Créat et K avec la 1ére dose ; Urée avec la1%®et la dose; Na

et AU avec la 1%¢ et la 3°™ dose: TGO avec les doses Dy, D, et D3 et une diminution

3éme

significative du taux de TGP avec la 1%® dose et du Chol T avec la par rapport aux

témoins Do (Tableau 10).

Tableau. 9 : Analyses biochimiques de traitement subaigu des rats femelles par I'extrait brut

méthanolique de T. communis avec les doses D, (0 mg/kg), D; (75 mg/kg), D, (150
mg/kg), D3 (300 mg/kg). (n = 8). Les données sont exprimées par moyenne + S.E.M.
* (P<0.05), ** (P<0.01).

Tests biochimiques Do D D, D3

Glu (gr/ L) 1.40 £ 0.08 1.34 £ 0.07 1.23+0.07 1.37+£0.13
Urée (gr/ L) 0.70+0.01 0.57 £ 0.01* 051+0.01**  0.63+0.02*
Créat (mg/ L) 8+ 0.62 8.93+£0.30 6.98 + 0.25 8.87+0.14
Na (mEg/L) 17114+ 3.67 167831442 145+ 1.24** 155.33 £ 5.04*
K (mEg/L) 340+024 4.09+0.26 2.88+0.07 3.78+0.31
AU (mg/ L) 24+ 2.35 15+ 1.10** 1820+ 1.32*  21.38+1.93
Chol T (gr/ L) 0.26 £ 0.02 0.31+0.03 0.26 £ 0.01 0.30£ 0.02
TG T (gr/ L) 0.79+ 0.06 0.92+0.08 0.62 £ 0.08 0.95+0.10
TGO (UI/L) 10550+ 7.30 10529+ 1253 97.60+6.84 108.17 + 12.13
TGP (UI/L) 54.25+ 2.59 48.57 + 2.45 2820+ 1.27** 5850+ 3.28
PAL (UI/L) 94.17 + 5.64 107.17 + 1243 12043 +10.44 116.89+ 10.94
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Tableau.10:  Analyses biochimiques de traitement subaigu des rats femelles par ['extrait
méthanolique de T. polium avec les doses D, (0 mg/kg), D; (75 mg/kg), D, (150 mg/kg),
D5 (300 mg/kg). (n = 7). Les données sont exprimées par moyenne £ SE.M. * (P<0.05),

** (P<0.01).
Tests biochimiques Do D, D> D3
Glu (gr/ L) 147+0.11 1.07+0.11* 1.30+ 0.06 1.24+0.05
Urée (gr/ L) 0.51+0.03 0.84 + 0.05** 0.65 + 0.03* 0.61+0.06
Créat (mg/ L) 6.58 + 0.37 9.15+ 0.27** 6.79+ 0.36 6+ 045
Na (mEg/L) 13457+ 210 169.07+4.74** 130.13+1.32 165.55 + 1.81**
K (mEg/L) 2.27+0.37 441 + 0.35** 2.10+0.29 ID
AU (mg/ L) 8+1.21 2714+ 1.97%* 7.13+1.29 16.53 + 2.90*
Chol T (gr/ L) 0.34 £ 0.08 0.33+ 0.026 0.35+0.03 0.57 £ 0.041**
TGT(gr/ L) 0.47+0.084 0.39+0.02 0.49 + 0.03 0.28 + 0.04
TGO (UI/L) 43.86+3.77  96.67% 7.84** 58.17 + 4.39* 85.00 + 16.16**
TGP (UI/L) 96.67+8.66  3557+3.09** 89.43+5.22 56.00 + 16.76
PAL (UI/L) 93.80+7.07 7433+ 267 97.83+ 331 86.30 + 41.98

ID : indéterminé

3.3.2.4 Effetssur lesparametres hématologiques

Les résultats effectués sur le sang total ont montré pour T. communis, une éévation
significative dans les résultats des parameétres suivants: RBC avec les trois doses, MCV
et MCH avec la 2™ dose , RDW avec la 1%® et 3*™ dose et HCT, PLT, HGB avec la 2°™
et 3™ dose par rapport aux témoins Dy (Tableau 11). Cependant, les résultats de T. polium
présentent une augmentation significative entre les résultats des paramétres suivants: RBC
et MPV avec les trois doses, RDW, HCT, PLT et HGB avec la 1%° et 3™ dose par rapport

aux témoins Dy (T ableau 12).
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Tableau. 11 :

Analyses hématol ogiques des rats femelles apres traitement subaigu avec les doses Dy

(0 mg/kg), D1 (75 mg/kg), D, (150 mg/kg), Ds (300 mg/kg) de T. communis (n = 8). Les
données sont exprimeées par moyenne + S.E.M. * (P<0.05), ** (P<0.01)

Tests Do D1 D> Ds
hématologiques
RBC (10%/mm°) 6.34+0.25 7+0.14* 7.54+0.12** 740+ 0.17**
MCV (um®) 49.72 + 0.52 49.89 + 0.81 53.49 + 0.50** 49.63 + 0.61
RDW (%) 10.36 + 0.25 11.76 + 0.62* 10.27 + 0.15 11.07 + 0.19*
HCT (%) 32.79+0.99 3511+0.75 40.80 £ 0.35** 38.31+ 0.80**
PLT (10*/mm) 346.50+ 27.35 428.88+42.32 550.33+21.08** 482.57+19.36**
MPV (um?) 6.71+ 0.095 6.69 + 0.07 6.91+ 0.05 6.68 + 0.08
WBC (10°/mm®  6.87+ 0.46 741+1.16 7.58+0.44 6.57 +0.68
HGB (gr/dl) 10.53+ 0.57 11.52 + 0.63 14.27 + 0.17** 13.26 + 0.32**
MCH (pg) 17.15+0.29 17.38+0.23 18.72+ 0.17** 17.56 + 0.28
MCHC (g/dl) 34.49 + 0.36 34.86 + 0.37 3490 + 0.17 3543+ 045
Tableau. 12:  Analyses hématol ogiques des rats femelles aprés traitement subaigu avec les doses Dy
(0 mg/kg), Dy (75 mg/kg), D, (150 mg/kg), D; (300 mg/kg) de T. polium (n = 7). Les
données sont exprimées par moyenne = S.E.M. * (P<0.05), ** (P<0.01)
Tests Do D, D, D3
hématologiques
RBC (10°/mm°®)  5.41 +0.29 7.65+ 1.03** 6.36 + 0.16* 7.41 + 0.32**
MCV (um°) 50.84+0.67 50.40+0.50 49.29 + 0.47 4908+ 111
RDW (%) 10.21+0.39  13.69+ 0.15** 10.76 £ 0.24 14.58 + 0.52**
HCT (%) 29+ 183 39.06 + 0.32** 30.96 +0.71 36.52 + 2.17*
PLT (10%mm) 303 + 27.76 548 + 19.78** 352.29+ 20.93  638.60+ 34.42**
MPV (um®) 6.46 + 0.07 7.04 £ 0.05** 6.71+ 0.09* 7.12+0.11**
WBC(10*/mm®) 7.46 + 0.82 5.80+ 0.53 7.76 + 0.55 6.48 + 0.43
HGB (gr/dl) 9.90+0.59 14.23 + 0.08** 10.93 + 0.25 13.62 + 0.61**
MCH (pg) 17.81+0.23 1835+0.13 17.42 + 0.26 17.63+0.37
MCHC (g/dl) 3535+041 36.32+0.19 35.53+0.23 3593+ 041
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3.3.2.5 Histopathologie:

L’observation des coupes histologiques du foie et du rein des rats traités par rapport aux
témoins a permis de constater la conservation de [’architecture cellulaire (lobulaire
et tubulaire) de ces deux organes, cependant quelques particularités ont été envisagées. Une
nécrose centro-lobulaire et un infiltrat inflammatoire autour de la veine et 1’espace porte
enregistrés sur quelques tissus hépatiques chez les rats traités par I’extrait méthanolique de
T. communis avec la dose 300 mg/kg (Figure 20). De maniére générae, les coupes
histologiques du rein n’ont pas montré de modifications de la structure par rapport aux coupes

témoins.

Cependant, I’examen du rein a révélé la présence de vacuoles intra-cytoplasmiques
(vacuolisation), précisément au niveau de la région corticale lorsqu’on a exploité 1’effet de la
dose 300 mg/kg d’extrait de T. polium par rapport aux témoins (Figure 21). De plus, les
coupes du foie des rats traités par I’extrait méthanolique de T. polium ont marqué de
particularités importantes avec les trois doses. Une congestion vasculaire autour des
vaissealx, une néecrose lobulaire, une petite stéatose et un infiltrat inflammatoire ont été
observeés sur les coupes des rats traités avec la dose 75 mg/kg. Nécrose périlobulaire et ainsi
un infiltrat inflammatoire autour de la veine porte des coupes des rats traités avec la dose 150
mg/kg. Infiltrat inflammatoire de 1’espace porte, prolifération ductulaire des canaux biliaires
et fibrose en pond (entre deux espaces portes) ont été reportés lors de I'examen microscopique

des coupes histologiques des rats traités avec la dose 300 mg/kg (Figure 22).
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Témoins Dg TraitésDs3

Figure. 20 : Coupes histologiques des tissus hépatiques des rats traités avec les doses D, (0 mg/kg)
et D3 (300 mg/kg) par I’extrait méthanolique de Tamus communis. Coloration éosine
hématoxyline/Grossissement 600X. TH : travées d’hépatocytes, |F: Infiltrat
inflammatoire, VP : veine porte

Témoins Do TraitésDs3

Figure. 21 : Coupes histologiques du tissu rénal des rats traités avec les doses DO (0 mg/kg) et D3
(300 mg/kg) par I’extrait méthanolique de Teucrium polium. Coloration éosine
hématoxyline/Grossissement 600X. RR : région corticale, TR : tube rénal, VIC:
vacuoles intracytoplasmiques.
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Témoins Dg TraitésD1

TraitésD-, Traités D3

Figure. 22 : Coupes histologiques des tissus hépatiques des rats traités avec les doses Dy (0
mg/kg), D; (75 mg/kg), D, (150 mg/kg), D; (300 mg/kg) par I’extrait méthanolique
de Teucrium polium. Coloration éosine hématoxyline/Grossissement 600X. H :
hépatocyte, VCL : veine centrolobulaire, | F : Infiltrat inflammatoire, NPL : Nécrose
péri-lobulaire, EP : espace porte, PD : Prolifération ductulaire, FEP : Fibrose en
pont. RR: région corticale, TR : Tube rénal, VIC : Vacuoles intra-cytoplasmiques.
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Discussion

4.1 Données phytochimiques

L’extraction successive des plantes par le méthanol a donné un rendement égal a 6.45 %
pour T. communis et 8.24 % pour T. polium. Ces taux sont faibles & ceux qui ont été rapportés
(Tableau 13). Cette différence semble étre liée aux caracteres chimiotypiques ; de plus, aux

propriétés génétiques des plantes, aux conditions et ala durée de stockage et de larécolte.

Tableau. 13: Etude comparative des rendements des différentes techniques d’extraction de
T. communis et T. polium. (1) : Mascolo et al. (1986), (2) : Boumerfeg et al. (2009),
(3) : Ljubuncic et al. (2006), (4) : Hasani et al. (2007), (5) : Sharififar et al. (2008).

Type d’extraction Rendement (%)

T. communis T. polium
Méthanol 6.45 8.24
Ethanol 2.8 (1) 14.9 (3)
Méthanol 85 (2) 14 (4)
H,0O - 11.5 (5)

En se basant sur les résultats de 1’analyse phytochimique des extraits méthanoliques, nous
pouvons déduire que ces plantes sont riches en composés phénoliques par rapport aux
flavonoides (Tableau 14). Cependant, le produit d'extraction peut contenir des substances non
phénoliques telles que les sucres, les protéines et les pigments qui risquent d’interférer avec

les composés polyphénoliques et flavonoides lors du dosage (Djeridane et al., 2005).

Tableau. 14 :  Quantification comparative des taux de polyphénals et flavonoides des extraits bruts
méthanoliques de T. communis et T. polium.

Extraitsde Références Polyphénols Flavonoides

T. communis Présente étude 31.77 £ 4.36 0.11+£0.05
Boumerfeg et al. (2009) 26.55 + 3.93 10.15+ 0.1

T. polium Présente étude 18.63+ 3.51 9.14 + 2.39
Djeridane et al. (2005) 492+0.21 4.63+0.10
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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 et la méthode est bien standardisée,
(iii) la grande longueur d'onde (765 nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser
les interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent 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 spécifique 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 composes

phénoliques non proté ques dans les extraits (Boizot et Charpentier, 2006).

Les teneurs élevées en composes phénoliques par comparaison aux flavonoides sont
logiques étant donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des
polyphénols. Ceci peut étre aussi expliqué par une augmentation du métabolisme phénolique
de ces deux plantes; 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, la saison de croissance (Djeridane et al., 2005 ; Boizot et Charpentier, 2006).

4.2 Effetsdesextraits méthanoliquesde T .communiset T. polium in vivo

4.2.1 Toxicitéaigué

La carte clinique des rats femelles traités par les extraits méthanoliques de T .communis
et T. polium dans les conditions de toxicité aigué, s’est caractérisée par une accélération de

rythme cardiague due probablement a un blocage de récepteurs muscariniques M2 conduisant
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a une suppression du tonus vagal , ces symptébmes sont similaires a ceux observés lors
d’intoxication par Datura stramonium (Kenneth, 2001), une détresse respiratoire, paralysie
des pattes, des convulsions dues probablement a I’atteinte de systéme nerveux central par
blocage de la production de I’acétylcholine dans les synapses du systéme nerveux central
(Goulle et al.,2004). Les animaux meurent genéralement par arrét respiratoire associé a des
convulsions, alors que la mgjorité des animaux survivants recouvrent une apparence normale

jusqu’aux 14°™jours.

Les essais de latoxicité aigué effectués sur les rats traités par |’extrait méthanolique des
plantes selon Karbar et Behrens (Stowtchiva, 1988) ont montré que la DLso est supérieure a
12000 mg/kg et 2400 mg/kg de poids corporel pour des rats traités par T. communis
et T. polium, respectivement. Toutefois vu 1’échelle de classification de toxicité selon Hodge
et Sterner (Ulanova, 1975 ; Frank ,1992), T. communis est presque pas toxigue et son extrait
présente une bonne marge de slreté. D'autre part, Capasso et al. (1983) ont déterminé la DLso
chez les rats traités en utilisant les doses 100, 200, 400, 600, 800 et 1200 mg/kg per os; elle a
été estimée a 800 mg/kg a partir des mortalités aprés une semaine de traitement. Cette valeur
est inférieure a celle trouvée dans la présente étude, cependant il faut noter que pour ces
auteurs, la technique de détermination de DLso n’a pas été mentionnée €t le sexe des rats
choisi (méle), en plus de la variabilité génétique et du chimiotype des rhizomes (ltalie et

Algérie).

On n’a pas pu observer pour les animaux traités par 1’extrait méthanolique de T. polium
de signes évidents de toxicité aigué, ceci suggere que la DLso est supérieure a 2400 mg/kg de
poids corporel des rats. Les résultats découverts vont en concordance avec 1’étude d’Autore et

al. (1984). Rasekh et al. (2005) ont utilisé une gamme similaire a la nétre (0.5, 1, 2, 4 et 8
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o/kg) d’extrait agueux de T. polium pendant 14 jours et Hasani et al. (2007) démontent que
I’administration de la plante est influencée par la nature du sexe : des rats méales et femelles
recoivent oralement les doses 10, 100,1000 et 2000 mg/kg d’extrait éthanolique de T. polium.
Aucune 1étalité n’est signalée. Khleifat et ces collaborateurs (2001) ont déterminé une DLso de
262.0 mg/kg chez les rats traités par voie intra péritonéale par I’extrait éhanolique de
T. polium. Cette valeur est corrélée alavoie d’administration adoptée qui cible directement le

foie et au sexe d’animal (Lullmann et al., 1998 ; Sharp et LaRegina; 1998).

4.2.2 Toxicité subaigué

Les rats traités dans les conditions de toxicité subaigué par 1’extrait méthanolique de
T. communis et T. polium n’ont montré de symptémes graves observés lors de I’intoxication
immédiate (vomissements, détresse respiratoire, accél ération du rythme cardiague, convulsion
et paralysie) et de ’effet 1étal (Capasso et al, 1982 ; Rasekh et al, 2005). Néanmoins, une
diminution de vivacité et diarrhées de quelques rats traités par rapport aux témoins ont é&é
apercus des les premiers jours du traitement, ceci peut ére a due aux conditions de
manipulation qui soumettent les rats en état de stress, par conséquent ils changent leurs
comportements physiologiques et métaboliques (agitation et/ou somonlence, consommation
d’ecau et d’aliments). Néanmoins apres une période de stabulation, ils recommencent leurs

cycles de vie habituels (Sharp et LaRegina; 1998 ; Muibat et al., 2007).

Le suivi de la variation du poids total des animaux au cours du traitement subaigu a
montré pour les rats traités par I’extrait méthanolique de T. communis (100 gr de poids total/
ml NaCl 9%o): une éévation modérément significative (7%) du poids au cours de la 4,5
et 6°™ semaine avec la dose 75 mg/kg; une diminution significative (10%) du poids

enregistrée au cours de la 1%® semaine avec la dose 300 mg/kg par comparaison aux témoins.
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Cette épreuve peut étre due a la tolérance du traitement oral par cet extrait (adaptation des
animaux) au cours des six semaines avec la dose 75 mg/kg . tandis que la diminution |égere
du poids des rats du 3™ groupe s’est probablement produite suite aux possibilités
d’interactions dose/absorption (LUllmann et al., 1998 ; Sharp et La Regina; 1998). Dés la 2°™
semaine, les rats restituent leur développement corporel courant (adaptation aux conditions de
traitement). De ces arguments, on conclue que cet extrait présente une bonne marge de

sécurité aprés administration subaigué jusqu’a la dose 300 mg/kg.

Cependant, les rats traités par 1’extrait méthanolique de T. polium présentent une
diminution modérément significative (3%) de leurs poids total au cours de la 6™ semaine
avec la dose 75 mg/kg. En effet, la perte du poids est corrélée a I’état physiologique de
I’animal. Cette réduction du poids peut étre expliquée par une réduction de la consommation
des aliments, mais aussi a une diminution de la quantité de nourriture absorbée. Ce résultat
concorde avec ceux édités par Rasekh et al. (2005) ou les femelles montrent une diminution
significative (p<0.05) du poids total avec la dose 100 mg/kg d’extrait aqueux de T. polium
pour les 21°™ et 44°™ jours de 1’étude. Les autres groupes montrent une évolution normale de

leurs poids comme le montre par rapport aux témoins durant toute la durée de

I’expérimentation comme le démontre Shahraki et autres (2005).

Aprées ’examen macroscopique des différents organes prélevés, les valeurs de la masse
relative de certains organes (ovaires, reins et foie) rapportent des modifications par rapport
aux témoins: une réduction hautement significative de la masse relative des ovaires des rats
traités par I’extrait méthanolique de T. communis avec les trois doses. En fait, le cycle cestral
de laratte est sensible, il prend 4 a5 jours accompagné par les caractéristiques cytologiques

suivantes : Pro-cestrus et cestrus prennent 12 heures, Met-cestrus dure 21 heures et Di-cestrus
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tient 57 heures (Sharp et La Regina; 1998). Des produits chimiques d'estrogéne sont connus
pour causer l'infertilité en réduisant la période de 1’ovulation, perturbation du cycle cestral,
réduction du taux des hormones sexuelles telles que la progestérone et les hormones de
développement de I’endométre. Le traitement des rats par I'extrait méthanolique de
T. communis a diminué le poids ovarien, ceci pourrait étre attribué a la présence de principes
phyto-estrogéniques , qui se lient aux mémes récepteurs intracellulaires que 1’cestradiol (mais
a une affinité beaucoup inférieure) et engendrent des réponses physiologiques semblables a
I’cestradiol comprenant I'hypertrophie des glandes accessoires chez le male, des effets anti-
gonadotropiques des glandes hypothalamique-pituitaires et perturbation des niveaux des
gonades des deux sexes chez les mammiféres (Maruo et al., 2003). D’autres parts, les phyto-
estrogénes peuvent réduire les niveaux des hormones pituitairespar 1’inhibition de
dégagement rétro négatif (mécanisme feed back) des gonadotrophines pituitaires (Shibeshi et
al., 2006). Une autre possibilité explique que les hormones sexuelles (qui sont influencées a
leurs tours par les niveaux du cholestérol total), peuvent agir sur le poids des organes
reproducteurs (ovaires) extrémement sensibles aux variations de ces hormones (Nakamura et
al., 2001).

La diminution significative des taux des valeurs du bilan rénal : Urée, Na et AU et du
TGP rapportée avec les doses 75, 150 et 300 mg/kg, des rats traités par I’extrait méthanolique
de T. communis, respectivement, peut étre interprétée par 1’administration des extraits de
rhizomes aux rats femelles ne causent pas des changements de ces paramétres jusqu’ a la dose
300 mg/kg. Par contre, I’extrait de T. polium montre une diminution significative du taux du
glucose avec la dose 75 mg/kg, ceci concorde avec les travaux de Gharaibeh et al. (1988). Les
données indiquent que I’extrait aqueux de T. polium est capable de réduire le taux du glucose
sérique probablement par stimulation dose-dépendante du métabolisme du glucose
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périphérique et de la sécrétion d’insuline par le pancréas chez les rats diabétiques (Esmaeili ;
Y azdanparast, 2004 ; Ghoraishian, 2006 ; Bhonde et al., 2007). Le traitement des animaux
rendus diabétiques par STZ avec l'extrait aqueux de T. polium a montré une diminution
significative (p<0.001) du taux du glucose apres 24h, par contre les animaux
normoglycémiques qui montrent une diminution aprés 8 jours. Plusieurs flavonoides tels que
quercétine et différents terpénoides découverts dans T. polium, présentent des effets
hypoglycémiants seulement chez les rats diabétiques. Il est, donc, possible que ces effets des
parties aériennes de T. polium peuvent étre dus aux flavonoides et/ou terpénoides. Zal et ces
collaborateurs (2001) attribuent les effets hypoglycémiants des extraits agueux de T. polium
(région de Kerman, Iran) aleur composition en ions: potassium, Zinc, Cadmium et Chrome
(qui ont été rapportés pour avoir quelques propriétés hypoglycémiantes). Ceci suggére que la
propriété hypoglycémique de cette plante dépend du type de sol et de la région géographique
de la récolte. Larichesse de T. polium en flavonoides et composés polyphénoliques tels que
cirsimaritin, apigenin-7-glucoside, vicenin et luteolin-7-glucoside doués d’activités anti-
oxydantes notamment avec les doses 50 et 100 mg/kg (Ardestani et Yazdanparast, 2007 ;
Sharififar et al., 2008), explique donc I’utilisation de T. polium en médecine folklorique dans
le traitement du diabéte pour lutter contre le stress oxydant en diabéto-pathogénie (Hasani et

al., 2005).

Les paramétres du bilan réna ont montré des é évations trés significatives de I’urée avec
I’extrait de T. polium aux doses de 75 et 150 mg/kg, Créat et K avec la dose 75 mg/kg, Na et
AU avec les doses de 75 et 300 mg/kg. Cette augmentation d’urée pourrait étre expliquée par
une augmentation dégradation des composés protéiques, mais aussi par une atteinte de la

fonction rénale (Lullmann et al., 1998). En effet, le rein a été nettement endommagé et son
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aspect histologique a indiqué une remarquable vacuolisation cytoplasmique des cellules
tubulaires au siege corticalle et qui expligue la masse relative augmentée du rein
(principalement avec les doses 150 et 300 mg/kg), tandis que les autres valeurs des différents
organes étudiés sont normales. Ces résultats concordent avec les travaux de Rasekh et al.
(2005), Khleifat et ces collaborateurs (2001) 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 per 0s), confirmé par une

apoptose dans quel ques sections rénal es.

Le taux du Chol T a été sensiblement augmenté apres traitement subaigu avec la dose
300 mg/kg d’extrait méthanolique de T. polium. Ceci est en accord avec les observations chez
les humains (Khleifat et al., 2001; Mazokopakis et al., 2005). Tandis que Rasekh et ces
collaborateurs (2001) ont montré que 1’’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 administrées par voie intra péritonéale pendant 10 jours, et ont attribué cette

diminution ala présence de quel ques flavonoides doués de propriétés anti hyper-lipidémiques.

Les valeurs du bilan hépatique ont présenté des variations significatives : une élévation
importante du taux des TGO avec les trois doses et une diminution du taux du taux de TGP
avec la dose 75 mg/kg. Cette diminution ne concorde pas avec les travaux de Mattéi et al.
(1995) et de Rasekh et al. (2005). Cependant, les résultats de Rasekh et ces collaborateurs
(2005) ont montré que son taux ne s’élevé qu’avec la dose 300 mg/kg aprés 44 jours de
traitement. Matté et ses collaborateurs (1995) ont trouvé que l'ictére apparait 5 a 10 jours

apres le traitement par la plante accompagneée par 1’élévation progressive du taux des TGO,
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TGP et PAL. Mazokopakis et ces collaborateurs (2005) rapportent qu’un dysfonctionnement

du foie apparait apres un mois de traitement par une infusion de T. polium.

Matté et al. (1995) reportent deux cas d'hépatite mortelle dus aux traitements aigus a
base de germandrée tomenteuse. L’examen histologique du foie a marqué une nécrose
massive des hépatocytes au niveau centro-lobulaire, infiltrat inflammatoire, fibrose de la
région portale et prolifération ductulaire des canaux biliaires. Ces symptdmes cliniques sont
les mémes observeés dans le présent travail notamment chez les rats traités avec les doses 150
et 300 mg/kg. Sawidou et autres (2006) on 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).Un ictere également a
été développé chez |a premiére patiente. L'examen histologique du foie a montré une nécrose
et la présence de quelques sections inflammatoires. Ces résultats sont soutenus par les travaux
précédents (Rasekh et al., 2005) rapportant un échec aigu et grave du foie chez I'homme aprés
administration prolongée de T. polium, T. chamaedrys et T. capitatum. Bien que |e mécanisme
d’hépatotoxicité de T. polium n’est pas bien élucidé, la teucrine A et plusieurs diterpénoides
neoclérodanes, présents dans les parties agriennes, ont éé soupgonner comme précurseurs
hépatotoxiques de cette herbe (Rasekh et al., 2005). Parfois, les dommages du foie ont é&té
associ és ala présence des auto-anticorps dans le sérum de quel ques patients (Bruneton, 2001).
Des expériences chez les souris ont démontré la formation des métabolites toxiques a partir de
ces diterpénoides qui interagissent avec le cytochrome Paso 3A (leur formation est augmentée
par I’induction du cytochrome P450 3A et I’inactivation du glutathione). En fait, les
diterpénoides détoxifiés sont des inducteurs efficaces d’apoptose des hépatocytes (Stickel et
al., 2005 ; Stickel et al., 2006). Cela suggéere que la nécrose hépatocytaire soit atténuée par un

mécanisme duel, une toxicité directe et une série de réactions immunitaires secondaires
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(Berardinis et al., 2000). La cytotoxicité directe est connue pour étant la cause fondamentale
des dommages du foie dans certains cas, tandis que dans dautres les mécanismes
immunologiques ou méme un mélange de cytotoxicité et dimmunogénicité peuvent étre
impliqués (Ingwale et al., 2009). Une liaison covalente de I'hydrolase d'époxyde auralieu ala
surface externe des hépatocytes humains et en présence de la teucrine A, pourrait déclencher
des réactions immunitaires et induit la formation d’auto-anticorps menant les cellules a
I’apoptose (Figure 23).Concernant les réactions immunitaires secondaires suggerées par
Berardinis et al. (2000) et Sawidou et al. (2006), il est possible que le composé toxique (fines
herbes de T. polium) puisse causer des modifications au niveau moléculaire des hépatocytes
ou des cellules épithéliales biliaires, avec la plus grande présentation d’auto-antigenes aux
cellules immunitaires et par conséquent une autre réponse se manifeste par la production

d'auto-anticorps.
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Figure. 23 : Bioactivation proposé par lateucrine A de la germandrée Teucrium chamaedrys (Zhou
et al., 2003).
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Les résultats sériques apercus chez les rats traités par I’extrait brut méthanolique de
T. communis et T. polium respectivement, montrent une augmentation significative
(généralement observée avec les trois doses exploitées) des taux des RBC, MCV, RDW,
HCT, PLT, MPV, MCH et HGB par rapport aux groupes témoins Selon la bibliographie
(Khleifat et al., 2001; Rasekh et al., 2005), aucune perturbation des valeurs hématologiques
n’a été raportée chez les rats traités par I’extrait aqueux et/ou éthanolique de T. polium.
L’interprétation de ces parametres est trés délicate. L’extrait méthanolique a induit une
augmentation du nombre des globules rouges observées avec les trois doses (75, 150, 300
mg/kg), impliquant une potentialité de 1’érythropoiese. Cependant, les augmentations
possibles de I'érythropoiése sont associées avec [’¢lévation de 1’hématocrite et de
1’hémoglobine avec les doses 150 et 300 mg/kg pour T. communis et 75 et 300 mg/kg pour
T. polium. L’augmentation significative de 1’hémoglobinémie associée a une augmentation
significative des taux de MCV et MCH indiquerait une tendance a la macrocytose et a
I’hypochromie. En plus, ces résultats permettent de rendre compte une fois de plus que
I’hémoglobinémie ne peut étre valablement appréciée que dans le contexte des parametres
cytologiques érythrocytaires (Ndoutamia; Ganda, 2005). La répartition érythrocytaire RDW
correspond au coefficient de variation d’une population érythrocytaire, est |égerement
augmentée avec la dose 75 mg/kg pour T. communis et T. polium et peut étre expliqué par une
éévation de la variabilité de taille des érythrocytes. L’hyperplaquettose observée avec les
doses 150 et 300 mg/kg pour T. communis et avec les doses 75 et 300 mg/kg pour T. polium
peut étre commentée par des hyperplaquettoses secondaires associ ées a une atteinte de larate,

une carence martiae et aux syndromes myéloprolifératifs (Bain et Gupta; 2003).
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Conclusion générale et perspectives

Tamus communis L. et Teucrium polium L. utilisees comme reméde tres spacieux
particulierement au territoire méditerranéen pour lutter contre certaines perturbations
meétaboliques (glucidiques, protidiques et lipidiques). Les atteintes du foie et du rein peuvent
se produire aprés un emploi continu ou intermittent de la plante; le risque causé serait en

corrél ation étroite avec la notion de dose.

En conclusion, nous rappelons que les médecines traditionnelles peuvent étre
hépatotoxiques et/ou néphrotoxiques et peuvent causer une éévation des taux d'urée et de
cholestérol totaux apres administration prolongée T. polium. Les renseignements tirés a partir
de ’ensemble des résultats présentés sont (i) les données expérimentales de la toxicité aigué
chez les rats femelles Albino Wistar suggerent de classer 1’extrait méthanolique des rhizomes
de Tamus communis et parties aériennes de Teucrium polium dans la catégorie des produits
presque pas toxiques selon la classification de Frank (1992), (ii) les extraits méthanoliques de
Tamus communis L. et Teucrium polium L. perturbent quelques paramétres sériques
biochimiques liés a la fonction hépatique et rénale et hématologiques principalement le taux
des globules rouges au cours de traitement subaigu per os et (iii) 1’observation histologique
s’est caractérisée par 1’observation de quelques modifications structurales du foie et du rein,

particulierement les animaux traités par 1’extrait méthanolique de T. polium.

L’histologie du foie peut indiquer une image d'hépatite aigué ou chronique, cas de
cholestase, ains quelques vacuoles cytoplasmiques caractéristiques des tubes rénaux. Les
gens devraient considérer au sujet de I'utilisation de T. polium, particulierement sils ne sont

pas officiellement informés aux sujets de leurs réactions défavorables possibles.
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En perspectives, nous recommandons a ce que des études de toxicité chronique soient
réalisées sur les plantes éudiées afin de déterminer si elles peuvent étre utilisées pour la
fabrication des médicaments. Par ailleurs, une étude approfondie de la toxicité serait
nécessaire pour parvenir a déterminer la DLso. Les extraits des plantes sont en général utilisés
a I’état brut, C’est pourquoi nous avons utilisé des doses élevées pour les présents tests
comparativement aux produits de référence. Pour palier a cela, il est préférable d’isoler les
principes actifs des différents extraits de plantes et de les présenter sous une forme galénique
acceptable et dépourvu de toxicité. Une sensibilisation est nécessaire sur ’usage de la

médecine traditionndlle.
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