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Résumé

Résumé

Teucrium polium appartenant a la famille des Lamiaceae est couramment utilisé dans la
médecine traditionnelle algérienne comme antidiabétique, antihypertenseur et cicatrisante. Le
but de cette étude est d'identifier, dans une premiere partie, les composés phénoliques des
extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de Teucrium polium par HPLC, et d’évaluer, in
vitro leurs activités antioxydantes, et anticancéreuses. Dans une deuxiéme partie, 1’effet
protecteur de I'extrait méthanolique de T. polium contre la toxicité induite par 1’ Aflatoxine B1
dans le foie et les reins des rats a été étudié. Les résultats indiquent que la teneur la plus élevee
en polyphénols totaux et en flavonoides a été obtenu dans I'extrait méthanolique avec 134.10 +
1.96 pug/mg et 38.85 =+ 1.02 ug/mg respectivement. L'analyse HPLC des extraits a permis
d'identifier 12 composés phénoliques parmi lesquels la naringine comme composé majeur. Les
extraits de T. polium, testés in vitro, ont montré des activités antiradicalaires appréciables vis a
vis de DPPH et de ’ABTS. Le méme effet a été aussi observé sur le pouvoir réducteur et
chélateur de fer par rapport aux standards. Une potentielle activité anticancéreuse potentielle
contre les lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7 a également été établie, en particulier
pour I'extrait méthanolique par rapport a la doxorubicine (ICso =14,20 + 1,3 pg/ml).

L’effet protecteur de 1’extrait méthanolique de T. polium contre la toxicité induite par
I’AFB1 a été étudié chez le rat. Les résultats obtenus montrent que I’administration de I’AFB1
provoque une augmentation significative des activités des enzymes hépatiques (ALT, AST et
ALP), des taux de marqueurs rénaux (créatinine, acide urique, urée), ainsi que d’autres
paramétres biochimiques tels que ; le cholestérol, les triglycérides, I’LDL, l'antigéne carcino-
embryonnaire (CEA), l'alpha-feetoprotéine, le TNFa, l'interleukine-6, le MDA et une
diminution significative des taux des “protéines totales sérique, de 1’albumine, de I’HDL, de
TAC, de catalase et de glutathion peroxydase hépatique et rénale. Le traitement des rats par
I'extrait méthanolique de T. polium a 50 et 100 mg/kg a permis de rétablir les valeurs de ces
marqueurs biochimiques presque a leurs niveaux normaux. D’autre part, le traitement par
I'AFB1 a entrainé des changements tissulaires significatifs dans le foie et les reins ainsi qu’une
génotoxicité importante en augmentant les taux de MNPCE et la formation de queues de comete
dans la moelle osseuse des rats. Le traitement combiné des rats par I'extrait et de I'AFB1 a permis
la restauration de l'architecture normale du foie et des reins et de diminuer la génotoxicité
considérablement. Ainsi il apparait que les extraits de Teucrium polium possédent une
large gamme d'activités biologiques et des propriétés protectrices du foie et des reins grace a

leur teneur élevée en polyphénols et en flavonoides.
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Mots clés : Teucrium polium, Antioxydant, Aflatoxine Bi, Polyphénols, Stress oxydatif,
Hépato-toxicité, Néphro-toxicité.



Abstract

Abstract

Teucrium polium belonging to the Lamiaceae family is commonly used in Algerian
traditional medicine as an antidiabetic, antihypertensive and healing agent. The aim of this
study is to identify, in a first part, the phenolic compounds of methanolic, ethanolic and aqueous
extracts of Teucrium polium by HPLC, and to evaluate, their antioxidant and anticancer
activities in vitro. In a second part, the protective effect of the methanolic extract of T. polium
against Aflatoxin B induced toxicity in rat liver and kidney was studied. The results indicate
that the highest content of total polyphenols and flavonoids was obtained in the methanolic
extract with 134.10 + 1.96 pg/mg et 38.85 + 1.02 pg/mg respectively. HPLC analysis of the
extracts identified 12 phenolic compounds, including naringin as the major compound. T.
polium extracts, tested in vitro, showed appreciable free radical scavenging activity against
DPPH and ABTS. The same effect was also observed on iron-reducing and chelating power
compared with standards. This extract also showed potential anticancer property against MCF-
7 breast cancer cell lines compared to the standard (doxorubicin), followed by ethanolic and
aqueous extract respectively.

The protective effect of methanolic extract of T. polium against AFB1-induced toxicity
was studied in rats. The obtained data show that the administration of AFB; causes a significant
increase in the activities of liver enzymes (ALT, AST and ALP), levels of renal markers
(creatinine, uric acid, urea), as well as other biochemical parameters such as ; cholesterol,
triglycerides, LDL, carcinoembryonic antigen (CEA), alpha-fetoprotein (AFP), TNFa,
interleukin-6, malondialdehyde, and significantly decreased levels of serum total “proteins,
albumin, HDL, TAC and hepatic and renal catalase and glutathione peroxidase. Treatment of
rats with methanolic extract of T. polium at 50 and 100 mg/kg restored the values of these
biochemical markers almost to their normal levels. On the other hand, treatment with AFB:
resulted in significant tissue changes in the liver and kidney as well as significant genotoxicity
by increasing MNPCE levels and Comet tail formation in rat bone marrow. However, combined
treatment of rats with both doses of the extract and AFB: resulted in restoration of normal liver
and kidney architecture and significantly decreased genotoxicity. Thus, it appears that Teucrium
polium extracts have a wide range of biological activities and protective properties for the liver
and kidneys, thanks to their high polyphenol and flavonoid content.

Keywords: Teucrium polium, Aflatoxin By, Polyphenols, Oxidative stress, Antioxidant,
Hepatotoxicity, Nephrotoxicity.
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Introduction

1 Introduction
L'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des maladies remonte a I'histoire

de la vie humaine. Ces derniéres années, une tendance croissante a la médecine alternative ou
traditionnelle a été remarquée. Les plantes médicinales sont universellement considérées
comme des sources importantes de nouvelles substances chimiques ayant des effets
thérapeutiques potentiels. De ce fait, la médecine moderne dépend beaucoup des plantes dont
les vertus thérapeutiques ont été confirmées.

Teucrium polium est reconnu depuis longtemps dans la médecine populaire pour le
traitement de nombreux états pathophysiologiques, tels que les troubles gastro-intestinaux, les
inflammations, le diabete et les rhumatismes (Boudjelal et al., 2013). De plus, cette espéce est
connue pour sa richesse en métabolites secondaires tels que les polyphénols et les huiles
essentielles. Il a été démontré que 1’extrait de Teucrium polium induit des effets hypotenseurs,
anti-inflammatoires, hypoglycémiques, antispasmodiques, antibactériens et antipyrétiques
(Rahmouni et al., 2017 ; Gharaibeh et al. 1989). La plupart de ces effets ont été lies aux
propriétés antioxydantes et de piégeage des radicaux libres.

Les aflatoxines sont des métabolites secondaires produits par différentes souches de

champignons, comme Aspergillus flavus et A. parasiticus, que I'on retrouve largement comme
contaminants dans une grande variété de cultures (céréales, oléagineux, noix et épices)
(Bouhetet Oswald, 2005). Différentes études ont confirmé que ces composés sont toxiques,
cancérigénes, mutagenes, tératogenes et immunosuppresseurs chez les animaux et les humains
dont le foie est le principal organe cible. Le Centre international de recherche sur le cancer
(CIRC) a indiqué que les aflatoxines sont cancérigénes pour I'homme.
Le large éventail d'effets indésirables causés par d'aflatoxine est appelé aflatoxicose et il est
classé en intoxication aigué causée par une courte exposition a une grande quantité de toxines
et caractérisée par des lésions hépatiques graves, une immunosuppression, des
dysfonctionnements nutritionnels et le cancer. Parmi ces toxines, I'aflatoxine B1 (AFB1) est
considérée comme la plus récurrente et la plus délétére. Chez I'homme, cette toxicité a été
évaluée en association avec différentes épidémies d'intoxication aigué, notamment dans les
pays en développement et les diverses études in vitro ont démontré que la cancérogénicité de
I'AFB; s'exerce principalement lors de son métabolisme par les cytochromes P450 (CYP450)
dans le foie et ont elucidé le mécanisme de sa toxicité (Crespi et al., 1990; Ueng et al., 2002).

L'exploration de nutraceutiques protecteurs vis a vis du stress oxydatif et des autres
effets toxiques induits par 1’aflatoxine ou tout autre molécule toxique constitue un défi pour la

santé humaine au niveau de leur efficacité avec une faible toxicité et des effets secondaires
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minimes. Les produits phytochimiques avec ces avantages, agissent par des voies multiples et
visant des cibles diverses, ce qui favorise leur utilisation dans la prévention et le traitement des
intoxications.

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail dont 1’objectif consiste a évaluer, in vitro,
les activités antioxydante et cytotoxique des extraits aqueux, méthanolique et éthanolique de
Teucrium polium. En deuxiéme lieu nous avons étudié ’effet protecteur de 1’extrait
méthanolique Teucrium polium contre la toxicité induite par I’ Aflatoxine B1 chez les rats.

Notre travail est structuré comme suit :

La premiere partie est consacrée a une revue bibliographique nécessaire pour comprendre,
discuter et interpréter les résultats obtenus.
La seconde partie englobe les travaux personnels avec les méthodes appliquées au niveau des
differents compartiments de 1’approche :
Une extraction qui permet 1’obtention des extraits de la plante
v Une identification quantitative et qualitative des molécules bioactives présentes dans les
extraits par HPLC
v La détermination de la teneur en composés phénoliques des extraits et I’évaluation in
vitro de leurs activités biologiques.
v L’étude de I’effet protecteur de I’extrait méthanolique de Teucrium polium vis-a-vis de

la toxicité induite par 1’ Aflatoxine B1 chez les rats.



Phytothérapie



Syntheése bibliographique

2 La Phytothérapie

L'homme a toujours souffert des infections par des bactéries, des champignons, des
virus et des parasites, mais aussi des inflammations, de rhumes, de problémes digestifs, de
douleurs et bien d'autres troubles de santé. Les traitement moderne, qui est basé sur des
médicaments synthétiques et des antibiotiques, n’est apparu qu'au cours des 150 derniéres
années (Wink, 2015). Auparavant, I'nomme devait compter sur les médicaments issus de la
nature, principalement des plantes, mais aussi des champignons et des animaux. Les systémes
médicinaux du monde entier, développés il y a des milliers d'années, s'appuyaient fortement sur
la phytothérapie. Le traitement des infections et des troubles de la santé par des plantes
médicinales implique des produits naturels actifs, principalement de faible poids moléculaire
avec diverses activités (Leite et al., 2021)biologiques et structures chimiques (appelés
métabolites secondaires) (Bruce, 2022).

Le mot "phytothérapie™ provient des termes grecques : phuton et therapeia qui signifient
respectivement "plante” et "traitement". C'est I'une des plus anciennes pratiques thérapeutiques
utilisées par I'nomme et & pour but de prévenir et de traiter certains troubles fonctionnels et
certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes et de préparations a base
de plantes. L'utilisation des plantes médicinales est actuellement tres populaire en tant que
médecine complémentaire et alternative dans les pays les plus développés et continue d'étre le
premier soin dans les pays les moins développés en raison de son faible codt et de son acces
facile (Leite et al., 2021).

2.1 Les plantes médicinales

Une plante médicinale est toute plante utilisée pour soulager, prévenir ou guérir une
maladie ou pour modifier les processus physiologiques et pathologiques, ou utilisée comme
source de médicaments ou de leurs précurseurs. Une préparation phytopharmaceutique ou un
médicament a base de plantes est un médicament manufacturé obtenu exclusivement a partir de
plantes (parties aériennes et non aériennes, sucs, résines et huiles), soit a I'état brut, soit sous
forme de formulation pharmaceutique(Rates, 2001). Dans diverses cultures humaines a travers
le monde, plus de 50 000 espéces de plantes sont utilisées a des fins médicales. Cependant, la
répartition des plantes médicinales dans le monde n'est pas uniforme (Jamshidi-Kia et al.,
2018).

La flore naturelle est devenue une source tres utile pour I'amelioration de la santé et la
guérison de nombreuses maladies dans diverses communautés humaines. En effet, une variété

d'espéces de plantes est utilisée dans de nombreuses parties du monde pour remédier a plusieurs
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maladies. Bien que I'Organisation Mondiale de la Santé ait indiqué que le systeme primaire de
soins de santé pour 60 % de la population mondiale est représenté par la médecine
traditionnelle, un grand nombre d'espéces végetales ayant des activités biologiques potentielles
n'ont pas été explorées(Li et Vederas, 2009). L'efficacité des médicaments traditionnels est
devenue aujourd'hui une réalité en raison de leur meilleure compatibilité avec le corps humain,
de leur meilleure acceptabilité culturelle dans le monde entier et de leurs moindres effets
secondaires (Verma et Singh, 2008).

A T’heure actuelle, les plantes demeurent indéniablement une source importante de
médicaments, soit parce que leurs constituants sont de précieux principes actifs, soit parce que
les chimistes sont parvenus & modifier la structure de certaines molécules qu’elles renferment,
afin de les rendre moins toxiques, plus efficaces, ou de leur conférer une meilleure
biodisponibilité. Les composés phytochimiques d’intérét thérapeutiques peuvent provenir de
nombreuses parties de la plante telles que I'écorce, les feuilles, les fleurs, les racines, les fruits,
les graines, etc. avec des teneurs variables (Lehmann 2013).

Les plantes médicinales, tout comme les médicaments, est susceptible d'exposer les
populations a des effets indésirables parfois graves, et des intoxications. De ce fait, il est
nécessaire d’établir une réglementation spécifique, visant a garantir la qualité pharmaceutique,

la sécurité d’emploi et I’efficacité thérapeutique du médicament a base de plantes.

2.2 Meétabolites secondaires des plantes médicinales

Les métabolites secondaires des plantes sont des composés chimiques produits par la
cellule végétale par le biais de voies métaboliques dérivées des voies primaires. Il a été
démontré que les métabolites secondaires possédent divers effets biologiques, qui constituent
la base scientifique de I'utilisation des plantes dans la médecine traditionnelle de nombreuses
communautés anciennes. lls ont été décrits comme antibiotiques, antifongiques et antiviraux et
capables donc de protéger les plantes contre les agents pathogénes (Pagare et al., 2015). Les
métabolites secondaires des plantes sont classés en plusieurs catégories en fonction de leur

structure chimique.

2.2.1 Les polyphénols

Les polyphénols constituent I'un des groupes de substances les plus courants et les plus
répandus chez les plantes. On les trouve dans tous les organes végétatifs, ainsi que dans les
fleurs et les fruits. Ils sont considérés comme des métabolites secondaires impliqués dans la

défense chimique des plantes contre les prédateurs et dans les interférences plante-plante.
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Les aliments d'origine vegétale contiennent naturellement des polyphénols ; ces
composes présentent un large éventail de structures complexes. Le monomere de base des
polyphénols est le cycle phénolique et ils sont généralement classés en acides phénoliques et en
alcools phénoliques. Ces composés peuvent étre classés en différents groupes en fonction du
nombre de cycles phénoliques qu'ils contiennent et des éléments structurels qui lient ces cycles
les uns aux autres (figure 2). On distingue ainsi les acides phénoliques, les flavonoides, les
stilbénes et les lignanes (Manach et al., 2004). .

Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acids
R, R,
0
R, 7N f{ A, 7N \ y 0
OH <
R, OH
Ry=R.=R-=0H: Gallic acid Ry=0H: Coumaric acid
R;=R,=0H, R;=0H: Protocatechuic acid R,=R,=0H: Caffeic acid
Stilbenes Lignans
HO CHy0

Q \ . HO

HO
Resveratrol

Phenolic alcohols

OH

Ry
R

R;=0H, R,=H: Tyrosol
Ry=R:=0H: Hydroytyrosol

Figure 1 : Classification des polyphénols (D’ Archivio et al., 2007)

2.2.1.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composes polyphénoliques qui peuvent étre divises en
deux types principaux, les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique
(Figure 2). Les acides hydroxybenzoiques qui contribuent a I'alimentation humaine sont rares,
et c'est la raison pour laquelle ils ne sont pas considerés actuellement comme présentant un
grand intérét nutritionnel. Les dérives de I'acide cinnamique et de l'acide benzoique ont des

squelettes en C1-C6 et en C3-C6, respectivement. Certains acides phénoliques se trouvent sous
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forme libre dans les légumes et les fruits, mais la cogue et les graines contiennent des acides
phénoliques sous forme liée (Adomet Liu, 2002; Chandrasekara et Shahidi, 2010; K.-H. Kim
et al., 2006).

Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acids
R, R,
0
R, /N { R, /N \ Y, 0
OH <
R, OH
R, =R.=R;=0H: Gallic acid Ry=0H: Coumaric acid
R,=A,=0H, R,= H: Profocatechuic acid R,=R,=0H: Caffeic acid

Figure 2: Structure générale des acides phénoliques (D’ Archivio et al., 2007)

2.2.1.2 Flavonoides

Les flavonoides partagent un squelette carboné commun de diphénylpropanes, deux
cycles benzéniques (cycle A et B) reliés par une chaine linéaire a trois carbones. La chaine
centrale a trois atomes de carbone peut former un cycle pyranné fermé (cycle C) avec I'un des
cycles benzéniques. Les flavonoides sont eux-mémes divisés en 6 sous-classes, selon I'état
d'oxydation du cycle pyranique central : flavonols, flavones, flavanones, isoflavones,
anthocyanidines et flavanols (catéchines et proanthocyanidines) (Figure 3). Plus de 4000
flavonoides ont été identifiés dans les plantes, et la liste ne cesse de s'allonger. Cela s'explique
par l'existence de nombreux modéles de substitution dans lesquels les substituants primaires
(comme le groupe hydroxyle) peuvent eux-mémes étre substitués (c'est-a-dire étre plus
glycosylés ou acylés), ce qui donne parfois des structures trés complexes (Harborne et
Williams, 2000).
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0OH
Flavonols Flavones

OH OH
HO 0 O HO 0 O

OH
OH 0O OH 0
Quercetin Apigemin
Flavanones Isoflavones
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HO 0 O HO 0
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Naringenin Daidzein

OH

OH 0OH
Anthocyanins Flavanols

OH OH
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S

49 (

OH OH

OH

Cyanidin Catechins

Figure 3: Structure générales des flavonoides (D’ Archivio et al., 2007)

2.2.1.3 Stilbenes

Les stilbénes sont des composés non flavonoides présentant une structure carbonée
particuliére en C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques reliés par un pont éthyléne.

IIs existent en deux formes isomériques : la forme cis et La forme trans qui est la forme
la plus stable et bioactive (Mérillon et al., 1997). Le resvératrol et ses dérivés, tels que le
ptérostilbéne, I'oxyresvératrol ou les viniférines, sont les stilbenes les plus connus en raison de
leurs diverses activités biologiques puissantes et de leurs propriétés médicinales qui ont été
largement étudiés (Dubrovina et Kiselev, 2017). Les dérivés du resvératrol varient en fonction
du nombre de groupements hydroxyle, des substitutions par les sucres, les groupements

méthoxy, par la conformation et par le degré d’oligomérisation (Mérillon et al., 1997).
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2.2.1.4 Lignanes

Les lignanes sont produits par dimérisation oxydative de deux unités phénylpropane. Ils
sont présents dans la nature sous forme libre, tandis que leurs dérivés glycosidiques ne sont
qgu'une forme mineure. Les graines de lin représentent la principale source alimentaire,
contenant jusqu'a 3,7 g/kg de secoisolariciresinol (Adlercreutz et Mazur, 1997). La microflore
intestinale métabolise les lignanes en entérodiol et en entérolactone. L'intérét pour les lignanes
et leurs dérivés synthétiques est croissant en raison de leurs applications potentielles dans la

chimiothérapie du cancer et de divers autres effets pharmacologiques (Saleem et al., 2005).

2.2.1.5 Biosynthése des polyphénols

Comme tous les composés phénoliques, les acides phénoliques tels que I'acide gallique
et I'acide cinnamique sont considérés comme des métabolites de la voie du shikimate. La
biosynthése des polyphénols complexes tels que les flavonoides est liée au métabolisme
primaire par des intermédiaires dérivés des plastes et des mitochondries, chacun nécessitant une
exportation vers le cytoplasme ou ils sont incorporés dans des parties distinctes de la molécule.
Le cycle aromatique B et le cycle chromane sont considérés comme provenant de I'acide aminé
phénylalanine, lui-méme un produit de la voie du shikimate, tandis que le cycle A provient de
trois unités de malonyl-CoA (Kumar et Pandey, 2013). Ces trois unités sont ajoutées par des
réactions séquentielles de décarboxylation et de condensation.

La phénylalanine ammoniac lyase (PAL) est une enzyme clé de la voie des
phénylpropanoides qui catalyse la conversion de la phénylalanine en cinnamate, ce qui conduit
ensuite aux structures C6-C3. L'intermédiaire final 4-coumaroyl-CoA et trois molécules de
malonyl-CoA sont ensuite condensés pour donner la premiére structure flavonoide naringénine
chalcone par I'enzyme chalcone synthase (CHS). La chalcone est isomérisée par la chalcone
flavanone isomérase (CHI) en une flavanone. Cet intermédiaire flavanone est essentiel car c'est
de la que partent toutes les classes de flavonoides, y compris leurs sous-groupes. La chalcone
est également le point de départ des isoflavones et des coumestrols par I'intermédiaire de
différentes enzymes, dont la CHI et I'isoflavone synthase (IFS). Par exemple, les intermédiaires
(2S)-flavanones sont catalysées par la flavanone 3-hydroxylase (F3H) en dihydroflavonols, qui
sont ensuite réduits par la dihydroflavonol réductase (DFR) en flavan-3,4-diols
(leucoanthocyanines), qui sont convertis en anthocyanidines par I'anthocyanidine synthase
(ANS). La glucosylation des flavonoides est catalysée par la glucosyltransférase (Tsao et
McCallum, 2009 ; Bohm, 1998).
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2.2.1.6 Les polyphénols comme antioxydants

Les polyphénols sont des métabolites secondaires que les plantes produisent pour se
protéger des autres organismes. Il a été démontré que les polyphénols alimentaires jouent un
réle important dans la santé humaine. Une consommation élevée de fruits, de légumes et de
céréales completes, qui sont riches en polyphénols, a été associée a une diminution du risque
de nombreuses maladies chroniques, notamment le cancer, les maladies cardiovasculaires,
I'inflammation chronique et de nombreuses maladies dégénératives (Pandey et Rizvi, 2009).
Plusieurs études ont révélé que beaucoup de ces maladies sont liées au stress oxydatif sous
I’effet des espeéces réactives de l'oxygene et de l'azote. Les composés phytochimiques, en
particulier les polyphénols, contribuent de maniere prédominante a I'activité antioxydante totale
des fruits. Les polyphénols se sont avérés étre de puissants antioxydants capables de neutraliser
les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogéne. Le systéme hautement
conjugué et certains modeles d'hydroxylation tels que le groupe 3-hydroxy dans les flavonols
ont de grande importance dans les activités antioxydantes. Les polyphénols inhibent la
génération de radicaux libres, réduisant ainsi le taux d'oxydation en inhibant la formation ou en
désactivant les espéces réactives et les précurseurs des radicaux libres (Swallah et al., 2020).

Les polyphénols agissent frequemment comme des piégeurs directs de radicaux dans
les réactions en chaine de peroxydation des lipides (briseurs de chaine). En brisant cette chaine,
les polyphénols donnent un électron au radical libre pour le neutraliser et devenir eux-mémes
des radicaux stables (moins réactifs), arrétant ainsi les réactions en chaine (Guo et al., 2009).

Outre le piégeage des radicaux, les polyphénols sont également connus comme des
chélateurs de métaux. La chélation des métaux de transition tels que le Fe** peut réduire
directement la vitesse de la réaction de Fenton, empéchant ainsi I'oxydation causée par les
radicaux hydroxyles hautement réactifs (Perron et Brumaghim, 2009). D'autres mécanismes
tels que I'inhibition de la xanthine oxydase et I'augmentation des antioxydants endogénes sont
également considéres comme des effets importants des polyphénols (Ouyang et al., 2018; Wu
et al., 2010). Les polyphénols peuvent induire des enzymes antioxydantes telles que la
glutathion peroxydase, la catalase et la superoxyde dismutase qui décomposent respectivement
les hydroperoxydes, le peroxyde d'hydrogéne et les anions superoxydes, et inhiber lI'expression
d'enzymes telles que la xanthine oxydase (Du et al., 2007).

Si les activités antioxydantes directes et indirectes des polyphénols peuvent jouer un
réle important dans la réduction du stress oxydatif par le biais des mécanismes mentionné
précédemment, les rdles réels de ces composés au niveau cellulaire peuvent étre plus

compliqués. Il est devenu claire que les substances phytochimiques, en particulier les
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polyphénols et leurs métabolites in vivo, n'agissent pas seulement comme des antioxydants
conventionnels donneurs d'hydrogéne ou d'électrons, mais qu'ils peuvent exercer des actions
modulatrices dans les cellules en agissant sur les voies de signalisation des protéines kinases et
des lipides kinases (Das et al., 2016; Mansuri et al., 2014). Compte tenu de leurs effets
bénéfiques potentiels, les polyphénols représentent un groupe chimique prometteur pour lequel
des études supplémentaires, y compris des essais cliniques, devraient étre menées afin
d'acquérir une compréhension claire de leurs mécanismes d'action, en tant qu'antioxydants ou

modulateurs de la signalisation cellulaire (Garcia-Aguilar et al., 2021).

2.2.2 Les terpenes

Les terpenes constituent le groupe le plus important et le plus diversifié de composeés
secondaires végétaux. Le nom "terpéne" est dérivé du mot "turpentine”, qui vient lui-méme de
I'ancien frangais "téreébinthe", qui signifie "résine". lls sont tous dérivés chimiquement d'unités
d'isopréne a 5 carbones assemblées de différentes maniéres (Hoffmann, 2003). Les terpénes
sont classés en fonction du nombre d'unités isoprene dans la molécule ; un préfixe dans le nom

indique le nombre d'unités terpéniques comme suit :

2.2.2.1 Hémiterpénes

Ils sont constitués d'une seule unité d'isoprene. L'isoprene lui-méme est considéré
comme le seul hémiterpene, mais les dérivés contenant de I'oxygéne, tels que l'acide angélique
isolé de I'Angelica archangelica et I'acide isovalérique du Vaccinium myrtillus, sont des

hémiterpénoides (Mabou et Yossa, 2021).
2.2.2.2 Monoterpénes

IIs sont constitués de deux unités d'isopréne et ont la formule moléculaire C1oH16. Ce
sont des composants importants des huiles essentielles des plantes ou des huiles volatiles. Les
monoterpenes sont généralement présents dans les membres de certaines familles de plantes,
telles que les Lamiacées, les Pinacées, les Rutacées et les Apiacées, a partir desquelles de
nombreuses huiles essentielles sont produites commercialement. Les monoterpénes et autres
terpénes volatils ont un certain nombre d'utilisations médicinales trés répandues. Des composés
tels que le camphre et le menthol sont utilisés comme contre-irritants, analgésiques et agents
anti-démangeaisons. De  nombreux monoterpenes ont eté  utilisés comme
anthelminthiques(Ghori et al., 2016; Ninkuu et al., 2021).

2.2.2.3 Sesquiterpénes
Ils sont constitués de trois unités d'isopréne et ont la formule moléculaire de Ci5Ha4.

D'aprés leur origine biogéneétique, il existe plus de 200 types structurels différents de
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sesquiterpénes. Ces composés peuvent étre classes en trois groupes principaux en fonction de
leur structure : acyclique (le farnésol), monocyclique (le bisabolol) et bicyclique (le
caryophyllene). Un certain nombre de lactones sesquiterpéniques présentent des activités
antibactériennes, antifongiques et antiprotozoaires (Ninkuu et al., 2021). Le rhizome
d'Atractylodis, issu d'Atractylodis macrocephala, est utilisé cliniguement comme diurétique,
analgésique et anti-inflammatoire. Cette activité est liée a la présence de composés actifs,
notamment I'eudesma-4(14)-7(11)-dien-8-one et I'atractylénolide | (Zhang et al., 2021).
2.2.2.4 Diterpenes

Ils sont composés de quatre unités d'isoprene et ont la formule moléculaire C2oHsz. Les
diterpénes sont classés en composés acycliques et macrocycliques. Les diterpenes peuvent étre
des structures & 6 anneaux ou des structures fusionnées a 5 et 7 anneaux. En outre, de nombreux
diterpenes possedent des systemes cycliques supplémentaires. La vitamine A, un diterpénoide,
est désignée, avec les composés apparentés, sous le nom de “carotenes”. En outre, Teucrium
chamaedrys (germandrée) et T. scorodonia (sauge des bois), de la famille des Labiées,
produisent des diterpénes de type néoclérodane. Ils sont utilisés en phytothérapie comme
diaphorétiques et antirhumatismaux (Bagci et al., 2010).

Les diterpénes sont des hydrocarbures non volatils avec la formule moléculaire CxoHz».
Ils sont composés de quatre unités isoprenes, dont la structure est tres variée. lls comprennent
des formes linéaires, bicycliques, tétracycliques, pentacycliques ou macrocycliques (Yadav et
al., 2014). Les diterpenes provenant de diverses sources ont montré des effets inhibiteurs contre
les microbes pathogenes, les ravageurs herbivores et les mauvaises herbes. En outre, Teucrium
chamaedrys (germandrée) et T. scorodonia (sauge des bois), de la famille des Labiées,
produisent des diterpénes de type néoclérodane. lls sont utilisés en phytothérapie comme
diaphorétiques et antirhumatismaux (Bagci et al., 2010).
2.2.2.5 Triterpenes

Les triterpénoides sont des composés dont le squelette carboné est basé sur six unités
d'isopréne et qui sont dérivés de I'hydrocarbure acyclique en C30, le squalene. Ils ont des
structures cycligues relativement complexes, la plupart étant des alcools, des aldéhydes ou des
acides carboxyliques (Mabou et Yossa, 2021).

Ces composés sont les précurseurs des stéroides, tant les plantes. Les acides f-
boswelliques (triterpéne de type ursane) et les acides a-boswelliques (triterpene de type oléane)
isolés de la résine d’oléo-gum de Boswellia carterii sont connus pour leurs activités anti-

inflammatoires et anti-rhumatismales (Culioli et al., 2003).
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Les terpenes comprennent également les sesquarterpénes (sept unités isoprenes,
CasHse), les tétraterpenes (huit unités isoprénes, CaoHss) ainsi que les polyterpenes (Ninkuu et
al., 2021).

2.2.3 Les alcaloides

IIs sont des composés organiques comportant au moins un atome d'azote dans un cycle
hétérocyclique. Leur définition est problématique, car ils ne représentent pas un groupe
homogéne de composés, que ce soit de point de vue chimique, biochimique ou physiologique.
Bien que les plantes contenant des alcaloides soient utilisées par I'nomme depuis au moins
3000 ans, les composés responsables de cette activité n'ont été isolés et caractérisés qu'au dix-
neuviéme siecle. Selon leur structure chimique de base, les types d'alcaloides de base sont les
suivants : acridones, aromatiques, carbolines, éphédras, ergots, imidazoles, indoles, bisindoles,
indolizidines, manzamines, oxindoles, quinolines, quinozolines, phénylisoquinolines,
phényléthylamines, pipéridines, purines, pyrrolidines, pyrrolizidines, pyrroloindoles, pyridines
et tétrahydroisoquinolines simples (Bruce, 2022).

La plupart, de ces composés ont une réaction alcaline ; a 1’état naturel, ils sont
géneralement salifiés par des acides organiques (tartrates, malates) ou combinés a des tanins
(Dewick, 2009). A I'état pur, la plupart des alcaloides sont des solides cristallisables, incolores
et non volatils. Néanmoins, certains sont colorés, comme la sanguinarine (orange) ou la
berbérine (jaune) et certains alcaloides exempts d'oxygeéne apparaissent sous forme de liquides
huileux (nicotine (111), coniine). La plupart des alcaloides ont un godt amer (Faehnrich et al.,
2021).

Possédant un atome d'azote accepteur de protons et un ou plusieurs atomes d'hydrogene
d’amine donneur de protons, les alcaloides forment facilement des liaisons hydrogéne avec les
protéines, les enzymes et les récepteurs. Cette caractéristique, associée a la présence fréquente
de groupes fonctionnels accepteurs et donneurs de protons, tels que les hydroxyles phénoliques
et les groupements polycycliques, explique la bioactivité exceptionnelle des alcaloides
(Kittakoop et al., 2014). Les propriétés pharmacologiques comprennent des propriétés
analgésiques (codéine), stimulantes du systeme nerveux central (brucine), dépressives du
systeme nerveux central (morphine), antihypotensives (éphédrine), antihypertensives
(réserpine), antipyrétiques (quinine), anticholinergique (atropine), antiémétique (scopolamine)
(Robbers et al., 1996), ocytocique et vasoconstricteur (ergométrine), antitumoral (colchicine et
vinblastine) (Dewick, 2009; Dhyani et al., 2022).
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2.3 Les plantes meédicinales en Algérie

Avec une superficie de 2 381 741 km2, I’ Algérie est le plus grand pays riverain de la
Méditerranée. 1l est reconnu par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques,
ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans I’ensemble des territoires du pays. Ce sont
des savoir-faire ancestraux transmis de génération en génération chez les populations, le plus
souvent rurales. C’est un héritage familial oral, dominant en particulier chez les femmes agées
et illettrées. Dans le Hoggar et en absence de médecins, dans certaines contrées isolées, les
Touaregs se soignent avec les plantes médicinales et aromatiques dont ils connaissent le secret
transmis de pére en fils. En Kabylie, lorsqu’il y a de la neige et que les routes sont coupées, les
montagnards utilisent des plantes médicinales et aromatiques pour se soigner (fumigation de
feuilles d’eucalyptus contre la grippe). Dans la steppe pendant les transhumances, les nomades
utilisent I’armoise blanche pour lutter contre les indigestions (Mokkadem, 2004).

La richesse de la flore algérienne est donc incontestable, elle recéle un grand nombre
d’especes classées en fonction de leur degré de rareté : 289 espéces assez rares, 647 especes
rares, 640 especes trés rares, 35 espéces rarissimes et 168 espéces endémiques (FAO, 2012)

Ces plantes sont certes abondantes, mais dispersées géographiquement et ont des
potentialités de rendement faible, leur contrdle est difficile, leur exploitation ne suffit pas a

couvrir les besoins nationaux de la médecine, la pharmacie et de I’herboristerie.
2.4 Présentation de la plante : Teucrium polium

Les Lamiaceae sont l'une des plus grandes familles de plantes a fleurs comprenant
environ 250 genres et plus de 7000 espéces. La plupart des plantes de cette famille sont
aromatiques et sont largement utilisées comme herbes culinaires et comme plantes médicinales
dans la médecine traditionnelle (Napoli et al., 2020). Le genre Teucrium est un genre pérenne,
polymorphe et cosmopolite, comprenant plus de 300 espéces poussant a 1’état spontané dans
les régions tempérées d'Europe, en particulier la Méditerranée, et I'Afrique du Nord (Djordjevic
et al., 2018). Ce genre est représenté par plus de 340 especes dont 20 se trouvent en Algérie, et
12 sous espéces ont été signalées par Quezel et Santa (1963).

Differents noms sont donnés a cette espece en fonction de la population et du lieu ou
elle se trouve. Les plus connus sont ; khayata, hamzoucha, hamria, djertil, j‘ada, Mezougach,
Takmazzut (targui ou berbére), Jeada (Jordan), germandrée tomenteuse (Frangais), Germander
(Anglais), poliot (Italien) (Autore et al., 1984; Tariq et al., 1989).
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2.4.1 Description botanique

Connu sous le nom de Germandrée tomenteuse en francais ou Djaida en arabe, Teucrium
polium L. est une plante vivace, herbacée, avec une odeur poivrée au frottement. C’est une
plante presque ligneuse avec des tiges de 20 a 40 cm de haut et a un aspect blanc et cotonneux
portant des feuilles opposées sessiles, linéaires lancéolées ou oblongues, en coin et entiéres a la
base et a dents arrondies en haut (Boullard, 2003) (Figure 4). Les feuilles sont opposées sessiles
en coin et entiéres a la base et & 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 (Christodoulakis et al., 2010).

Figure 4: Feuilles et fleurs de Teucrium polium

2.4.2 Taxonomie et systéematique

Selon Rahmouni et al. (2021), Teucrium polium est classé comme suit :
Régle : Plantae

Branche : Spermatophyta

Classe : Dicotylédones

Ordre : Lamiale

Famille : Lamiaceae

Genre : Teucrium  Espéce : polium
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2.4.3 Usage traditionnel de la plante

Teucrium polium est I’une des plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle dans
les régions méditerranéennes et ce depuis plus de 2000 ans (Khazaei et al., 2017). La décoction
des parties aériennes de T. polium est utilisée pour le traitement des maux de téte et les troubles
gastro-intestinaux. Elle est également utilisée comme analgésique, anorexique, antipyrétique,
cholagogue, tonique, vermifuge, antispasmodique et antinociceptive (Allahtavakoli et al., 2012;
Gharaibeh et al., 1989; Meguellati et al., 2019; Parsaeeet Shafiee-Nick, 2006). Les feuilles sont
Iégerement poivrées et étaient couramment utilisées pour préparer du thé et pour épicer les
salades et les fromages de chevre (Meguellati et al., 2019). En médecine traditionnelle
algérienne, les parties aériennes de T. polium L. Sont utilisées en décoction pour le traitement
du diabéte, de I’hypertension et sous forme de poudre mélangée de la vaseline ou de la cire
d'abeille, comme agent cicatrisant (Boudjelal et al., 2013).

Plusieurs travaux ont été réalisés sur la composition chimique des parties aériennes de
Teucrium polium par des méthodes chromatographiques. Ces études ont noté la présence des
composés polyphénoliques tels que les flavonoides et les tanins (Parsaee et Shafiee-Nick,
2006), les saponines, les stéroides et les alcaloides (Sharifi-Rad et al., 2022). Les flavonoides qui
ont été isolés de T. polium comprennent entre autres ; 1’apigénine-7-glucoside, 1’apigenin 5-
galloylglucoside, la luteolin 7-glucoside, la rutine, le cirsiliol, la cirsimaritine, la salvigénine et
I'eupatorine la vicénine-2 a partir des racines, des parties aériennes et des fleurs de la plante
(Kawashty et al., 1999; Rizk et al., 1986; Sharififar et al., 2009; Verykokidou-Vitsaropoulou et
Vajias, 1986). D’autres études ont révélé que les huiles essentielles de cette plante SOnt composees
principalement des monoterpénes, des diterpenes, des sesquiterpenes hydrocarbures et

sesquiterpenes oxygénés (Djabou et al., 2012).

2.4.4 Proprietés pharmacologiques de Teucrium polium

De nombreuses activités biologiques de différents extraits de cette plante ont été
étudiées in vitro et in vivo. En effet, les études expérimentales, pharmacologiques et cliniques
menées au cours des derniéres années ont montré que les I'extrait et les composants isolés de
différentes parties de T. polium ont des effets biologiques spécifiques, telles que les activités
antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, hypoglycemiante, analgésique, diurétique,
antipyrétique et antispasmodique.
2.4.4.1 Capacités antioxydantes

Les propriétes thérapeutiques des plantes méedicinales sont souvent attribuées a leur

pouvoir antioxydant. Cette activité antioxydante est étroitement corrélée a la teneur en
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composés phénoliques (Moein et Moein, 2010). Différentes études scientifiques ont démontré
que T. polium possede une activité antioxydante et un pouvoir de piégeage des radicaux libres
élevés.

A cet égard, il a été rapporté que 1’extrait aqueux préparé a partir des feuilles de T.
polium inhibe la peroxydation lipidique induite par le fer (ions ferreux [Fe?*]) dans le foie de
rat avec le méme degré que le Trolox (Ljubuncic et al., 2005). L'activité antioxydante in vitro
de I’extrait méthanolique des feuilles de T. polium a été également déterminée et es résultats
obtenus montre une grande activité de piégeage des radicaux libres (ICso = 26,30 pg/ ml) par
rapport aux standards naturels et synthétiques, tels que la rutine (ICso= 9,28 ug/ ml), et le BHA
(1Cs0 = 5,39 ug/ml (Stankovic et al., 2012).

Dans une autre étude menée par Couladis et al. (2003), ils ont évalué les propriétés
antioxydantes des plantes aromatiques grecques de la famille des lamiacées. Parmi les 21
plantes testées, ils ont constaté que I’extrait éthanolique de T. polium, ainsi que neuf autres
plantes, ont présenté la méme activité antioxydante que 1'a-tocophérol dans 1’inhibition de la
superoxydation de l'acide arachidonique induite par le complexe bléomycine-Fe (1) en
malondialdéhyde (MDA). L'effet de T. polium sur l'oxydation de différents tissus a été
également étudié et les effets inhibiteurs de I'extrait de la plante contre la peroxydation ont été
prouveés. En effet, dans une étude réalisée par Suboh et al. (2004), I'extrait méthanolique de
T. polium protége les globules rouges contre la peroxydation lipidique induite par I'hydrogéne.
2.4.4.2 Effets anti-inflammatoires

Dans une étude préliminaire de Capasso et al. (1983), I'activité anti-inflammatoire de
I’extrait alcoolique de T. polium a été évaluée contre I'cedéme de la patte induit par la
carraghénine chez des rats Wistar males. Les résultats ont indiqué que I'extrait testé posséde
une activité antiinflammatoire suffisante par rapport a celle de I'indométhacine. Dans une autre
étude, l'extrait aqueux de T. polium a inhibé le développement de I'cedéme de la patte induit par
la carragénine chez les rats apres la 5iéme heure de traitement de maniere significative avec
pourcentage de 79% plus importante que celui de I’indométhacine (62%) (Rahmouni et al.,
2017). Ces auteurs ont conclu que la présence de flavonoides et de polyphénols pourrait étre a
I'origine de cette activite et cela par le blocage a la fois des voies de la cyclooxygénase et de la
lipoxygénase de I'acide arachidonique.
2.4.4.3 Effet hypoglycémiant

La propriété hypoglycémiante de T. polium a été rapportée dans plusieurs études, qui
ont démontre une forte activité antidiabéetique de cette plante. En effet, Gharaibeh et al. (1989),
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ont montré que I'extrait aqueux de la partie aérienne de T. polium provoque des réductions
significatives de la concentration de glucose dans le sang 4 heures aprés une administration
intraveineuse et 24 heures aprés une administration intrapéritonéale chez les rats
normoglycémiques et les rats hyperglycemiques traités par la streptozotocine (p<0,05).

Dans une étude de Tatar et al. (2012), les effets des extraits des parties aériennes de
T. polium sur les tests de tolérance au glucose par voie orale et I'histologie du pancréas chez les
rats diabétiques traités par la streptozocine, ont été étudiés. L'examen histopathologique, ainsi
que les évaluations biochimiques, ont indiqué que le traitement des rats diabétiques avec
T. polium a entrainé la régénération des Tlots pancréatiques et la réduction de la gravité des
pancréas diabétiques induits par la streptozotocine. Ces auteurs ont conclu que I'extrait des
parties aériennes de T. polium stimule probablement la réparation du pancréas et peut étre
cliniguement bénéfique comme agent pour restaurer ou maintenir le tissu pancréatique contre

les lésions.

2.4.4.4 Activités anticancereuses

Ces dernieres années, les propriétés anticancéreuses de T. polium ont été évaluées dans
plusieurs expériences et les effets cytotoxiques d'extraits et de dérivés de cette plante contre des
cellules cancéreuses ont été rapporteés.

Dans une étude menée par Stankovic et al., (2011), l'activité antiproliférative et
proapoptotique des extraits méthanoliques de différentes especes de Teucrium et leurs effets
sur le statut prooxydant/antioxydant dans les cellules HCT-116 ont été étudiés. Le test MTT a
indiqué que toutes les especes, y compris T. polium, réduisent significativement la viabilité
cellulaire de maniere dose-dépendante, avec des valeurs d’ICsp trés faibles. Parmi toutes les
especes, les extraits méthanoliques de T. polium ont eu un effet cytotoxique modéré apres 24 h
(ICs0= 77,83+0,4 pug/ml) et 72 h (ICso= 253,39+1,61 pg/ml) d'exposition.

Dans une autre étude réalisée par Rajabalian (2008), I'effet anticancéreux de I'extrait
méthanolique de T. polium, a été testé en combinaison avec la vincristine, la vinblastine et de
la doxorubicine contre les lignées cellulaires tumorales suivantes :

Mélanome (Skmel-3), ostéosarcome (Saos-2), cancer du célon (SW480), cancer du sein
(MCEF-7), lignée cellulaire épidermique orale (KB), carcinome de la vessie (EJ) et carcinome
épidermoide (A431). Toutes ces combinaisons ont montré un fort effet synergique dans
I'inhibition de la croissance cellulaire (0,13<CI<0,36). En outre, les combinaisons avec la
vincristine et la vinblastine ont entrainé une apoptose massive (>80 %) par rapport a I'effet des

médicaments individuels.

17



Syntheése bibliographique

2.4.4.5 Activités anti microbiennes

Bien que T. polium ne soit pas utilisé de maniere extensive pour traiter les infections
dans la médecine traditionnelle, certains rapports se sont intéressés a étudier l'activité
antibactérienne de la plante. Les huiles essentielles de T. polium ont eu une activité
antibactérienne contre les bactéries Gram-négative et Gram-positive. En effet, 1’huile
essentielle de T. polium a été testée contre cing bactéries (trois Gram™ et deux Gram’) et trois
champignons, a différentes concentrations. Les résultats ont montré cette huile présente des
effets sur Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Staphylococcus aureus,
avec des concentrations minimales inhibitrices de 3 a 5 pul/ml (Belmekki et al., 2013). Dans
une autre étude, Sevindik et ses collaborateurs (2016) ont déterminé I'activité antibactérienne
et la composition chimique des huiles essentielles de T. polium. Ils ont montré que cette plante
posseéde un effet inhibiteur sur des micro-organismes résistants, y compris Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) ainsi que sur différentes
souches de collection telles que I’ATCC 6538 (S. aureus), le Q157:H7 (Escherichia coli) et le
CCM 99 (Bacillus cereus). Ces études ont démontré que les huiles de cette plante possedent
une activité antibactérienne relativement bonne et qu'elles peuvent-étre utilisées comme source

de composés antiseptiques a des fins médicinales.

2.4.4.6 Activité hépatoprotectrice

Dans une étude réalisée par Panovska et al. (2007), l'activité hépatoprotectrice de
I'extrait d'acétate d'éthyle de T. polium a été étudiée sur des rats présentant des lésions
hépatiques induites par le CCla. Les résultats ont montre que I'administration de I'extraitde  T.
polium a une dose de 25mg/kg a significativement augmenté I'activité de la SOD et la teneur
en GSH sérique. L'examen histologique a montré une restauration significative de 1’état histo-
morphologique des cellules hépatiques. Une autre étude a montré que I'extrait d'acétate d'éthyle
a la dose de 0,5 g de poudre de feuilles/kg de poids corporel/jour était capable de prévenir
I'incidence de la stéatohépatite non alcoolique (NASH) (Amini et al., 2009) induite chez des
rats males par des régimes déficients en méthionine/choline (MCD). L'extrait de T. polium a
non seulement empéché le développement de la NASH, mais a également diminué les taux
sériques des enzymes hépatiques telles que la phosphatase alcaline (ALP), [’aspartate
aminotransférase (AST) et 1’alanine aminotransférase (ALT) a 51 %, 50 % et 30 %,
respectivement. En outre, les activités des enzymes hépatiques SOD, GPx et le glutathion
réductase (GR) du foie ont egalement été augmentées de 118 %, 88 % et 67 %, respectivement.
Les résultats des analyses Western blot et de la PCR en temps réel ont montre que les niveaux
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de facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF- o) et de facteur de croissance transformant béta
(TGF-B), deux des cytokines impliquées dans les lésions hépatiques, ont nettement diminué
chez les rats traités avec l'extrait par rapport au groupe MCD (Amini et Yazdanparast, 2009;
Amini et al., 2011).
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3 Les aflatoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques produits par différents
champignons, induisant des réponses toxiques appelées mycotoxicoses. Elles affectent les
produits agricoles et peuvent étre dangercuses pour I’homme et 1’animal qui consomment les
aliments contaminés (Bouhet et Oswald, 2005).

Les aflatoxines sont des métabolites secondaires produits par différentes souches de
champignons, comme Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus, largement présents comme
contaminants dans une grande variéteé de cultures (céréales, oléagineux, fruits a cogue et épices)
(Marchese et al., 2018).

Les aflatoxines ont été découvertes pour la premiere fois en Angleterre a la suite d'une
épidémie touchant les volailles. Plusieurs centaines de milliers de dindons ont été victimes de
ce que I'on appelait alors "Turkey X disease" au cours de I'année 1960 (Blount, 1961). La toxine
isolée du champignon contaminant les aliments distribués aux dindons (Aspergillus flavus) a été
nommeée aflatoxine. Le nom est un acronyme formé en combinant la lettre "A" pour Aspergillus,

"FLA" pour flavus et toxine signifiant poison (Rustom, 1997).
3.1 Structure et propriétés physicochimiques des aflatoxines

Il existe prés de 20 types d'aflatoxines différents, dont les quatre principaux sont les
aflatoxines B1, B2, G1 et G, (Figure 5). L'aflatoxine B1 (AFB.) et l'aflatoxine B2 (AFB>) sont
produites par 1’ Aspergillus flavus, tandis que les quatre isoformes (B, B2, G1, G2) sont produites
par I’Aspergillus parasiticus (Bennett et Klich, 2003). Les lettres B et G font référence a la
couleur des aflatoxines sous la lumiére UV (B pour bleu ; G pour vert), et les indices 1 et 2 font
référence a leur position relative sur une plaque de chromatographie en couche mince (Ayub et
Sachan, 1997). L'aflatoxine By est la plus toxique des aflatoxines et elle est considérée par le
Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) comme I'hépato-carcinogene naturel le
plus puissant (CIRC, 1993). De point de vue physico-chimique, la structure des aflatoxines
consiste en noyaux de coumarines bifuraniques auxquelles sont accolées des pentanones (AFB1
et AFB>) ou des lactones hexatomiques (AFG: et AFG2) (Ayub et Sachan, 1997).

Les aflatoxines sont des cristaux incolores a jaune pale, présentant une fluorescence
sous la lumiere UV. Elles sont tres peu solubles dans I'eau (10-20ug/ml) et trés solubles dans
les solvants moyennement polaires comme le chloroforme. Ils sont instables a la lumiére UV
en présence d'oxygene, instables dans des conditions de pH extréme (<3 ou >10). Le cycle
lactone s'ouvre dans les conditions alcalines et les aflatoxines sont détruites, mais cette réaction

est reversible en cas d'acidification (Vankayalapati, 2018). Elles sont stables et trés résistantes
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aux différents procédés de transformation alimentaire tels la torréfaction, I’extrusion et la

cuisson (Marin et al., 2013).
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Figure 5: Les principaux types des aflatoxines

Les aflatoxines sont synthétisées a partir d’acétyl-CoA issu du catabolisme de glucose.
Elles sont synthétisées au cours de 18 étapes biologiques sous le contréle d'un énorme groupe
de genes voisins qui s’étalent sur une région d'environ 60-70 kb du chromosome. Cette
biosynthése comporte au moins trois étapes, a savoir la formation du produit primaire,
I'nydroxyversicolorone (de la premiére a la huitiéme étape), du produit intermédiaire, la
versicolorine B (de la neuvieme a la douzieme étape) et du produit final, I'AFB: (de la treizieme
a la dix-huitieme étape). Au cours de la biosynthese de I'AFB1, plusieurs enzymes clés, dont le
nicotinamide-adénine dinucléotide, la forme réduite du nicotinamide-adénine dinucléotide
phosphate et la 2S-adénosylméthionine, sont nécessaires pour la biosynthése (Bennett et Klich,
2003; Trail et al., 1995).

3.2 Métabolisme
3.2.1 Toxicité de I’aflatoxine B

L’exposition humaine a d'aflatoxine est due a la consommation quotidienne de riz, de
mais, d'arachides, etc. Les AFB; présents dans les cultures penétrent dans le corps humain via
la chaine alimentaire et peuvent affecter gravement la santé humaine en provoquant des Iésions
hépatiques chroniques aboutissant au cancer du foie (Fan et al., 2021).

L'AFB; n'a pas d'activité mutagene en soi. Il est principalement métabolisé au niveau
du foie pour engendrer plusieurs metabolites tels que I'aflatoxicol, I'aflatoxicol Hi et I'AFQ1

(Do et Choi, 2007). Il existe deux phases de biotransformations :
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- Phase 1

Les réactions de phase 1 sont généralement des processus oxydatifs, réducteurs ou
hydrolytiques et fournissent une structure chimique nécessaire aux réactions de la phase 2 qui
sont generalement des réactions de conjugaison. L'AB1 est oxydé par les sous-familles CYP450
et des isoformes spécifiques d'enzymes en plusieurs produits. Un seul d'entre eux, I'époxyde
d'AFB1, semble étre mutagéne, alors que les autres sont des produits de détoxification.
L'époxyde d'AFB: putatif est généralement considéré comme la forme électrophile active de
I'AFBy, qui peut attaquer les hétéroatomes nucleophiles d'azote, d'oxygeéne et de soufre dans les
constituants cellulaires (Swenson et al., 1974). L'oxydation de I'AFB1 extrémement réactif
médiée par le CYP450 en 8,9-époxyde est considérée comme la principale voie de bio
activation (phase 1) (Swenson et al., 1977). Cette conversion en époxyde est la phase de réaction
qui permet la liaison covalente aux macromolécules cellulaires (I'ADN et/ou les protéines).
Cette réaction peut impliquer un certain nombre d'isoenzymes du CYP450, dont les 1A2 et 3A4
(Aoyama et al., 1990). L'AFB;-8,9-époxyde réagit avec l'atome N’ de la guanine pour former
un adduit d'’ADN pro-mutagéne (AF-N’-guanine). Les adduits d'’ADN sont assez résistants aux
processus de réparation de I'ADN, ce qui provoque des mutations génétiques et donc le
développement de cancers, en particulier les carcinomes hépatocellulaires (Figure 6) (Wild et
al., 2000; Wild et Turner, 2002).

Le CYP450 3A4 joue un role majeur dans I'activation de I'AFB; en raison de son activité
intrinseque envers ce substrat, et le niveau élevé de cette enzyme est présent dans le foie
humain. Le CYP450 1A2 et certains autres CYP450 humains contribuent également dans
I'activation de I'AFBy, mais ils jouent un réle moindre (Crespi et al., 1990; Ueng et al., 2002).
Le CYP450 3A4 forme principalement I'AFB-2,3-époxyde génotoxique, tandis que le CYP450
1A2 forme les deux isoméres 1’endo-8,9-epoxide non génotoxiques et I’exo-8,9-epoxide (Ueng
etal., 2002). Le CYP450 1A2 a une grande affinité pour la bio-activation de I'AFB; a de faibles
concentrations de substrat apres une exposition par voie alimentaire (Wild et Turner, 2002).
Certains des intermédiaires de I'AFB;: subissent un métabolisme beaucoup plus important en
phase 2 en se liant au GSH afin de créer le composé polaire et moins toxique qui est simplement
excrété dans l'urine et la bile. Cependant, les intermédiaires AFBO et AFB;-dihydroxyde ont
conduit & la cancérogénicité, tandis que I'AFB2 provoque une toxicité aigué, une necrose
hépatique et une inhibition des enzymes de métabolisation cellulaire (Dhanasekaran et al.,
2011).
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- Phase 2

Les réactions de la phase 2 conduisent & la détoxification des aflatoxines impliquent la
conjugaison a I'acide glucuronique, au sulfate et au GSH. Les métabolites des AFB de la phase
1 subissent un métabolisme enzymatique de phase 2 par les glutathion-S-transférases (GST) qui
catalysent principalement les réactions de conjugaison. Apres I'oxydation de phase 1, I'AF peut
étre facilement conjugué avec des groupes SH (dans les réactions de phase 2), ce qui permet
une detoxification et une élimination plus efficace de la toxine. Chez un certain nombre
d'especes de mammiferes, I'AFB1-8,9-époxyde est efficacement conjugué avec le GSH réduit

dans une réaction catalysée par la GST (Neal et Green, 1983; Wang et al., 1999).

| Cytochrome P450 (CYP)
CYP2A3
CYP1A2 CYP2A13 CYP3A4 CYP3A4 CYPI1A2
CYP321Al1
v v
[ AFM, ] [ AFP, ] [ AFQ, ] { AFBO ] AFBO
B I
|gsT DNA- l :

r r N(-Gua Aflatoxin- Aflatoxin-
Aflatoxin- AFB,-N’- dihydrodiol dialdehyde
glutathione Guanine

\_conjugate ) \__adduct )

i

(" Aflatoxin- | [ 7 \Depurination
mercapturic AGFu 2;}?:6' — AFB,- Aﬂatoxi_n-

\__ acid ) U ) FAPy Albumin

I I Mutagenesis [
v h v ¥ ”
] ] ] ] ] *9Ser p53 Peripheral
Bioaccumulation / urine, feces, or bile excretion Blood

Figure 6: Métabolisme de I’AFB1 chez I'homme et I'animal par le cytochrome P450

3.2.2 Protection et détoxification de I’AFB: par les substances
phytochimiques
Contrairement aux médicaments synthétisés chimiquement, les composés
phytochimiques présentent une faible toxicité et moins d'effets secondaires, ce qui a poussé de
plus en plus les chercheurs a se concentrer sur la prévention et le traitement de la toxicité

hépatique par des substances phytochimiques.
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I1 est rapporté que 1’effet des substances phytochimiques sur la toxicité hépatique induite
par I'AFB:1 consiste principalement & améliorer les capacités antioxydantes et anti-
inflammatoires des tissus hépatiques, et a réguler l'expression des génes des enzymes
détoxifiantes pour atténuer la toxicité hépatique ou prévenir son développement et sa
détérioration (Fan et al., 2021).

Plusieurs études ont montré que les flavonols polyhydroxylés tels que la robinetine, la
quercétine, la fisétine et la morine inhibent la formation d'adduits d’ADN induits par I'AFB; en
agissant sur l'activité des enzymes microsomales du foie (Bhattacharya et Firozi, 1988). Les
données cliniques montrent que la silymarine a un bon effet thérapeutique sur les lésions
hépatiques toxiques, I'hépatite aigué et chronique, et la cirrhose du foie. En effet, Rastogi et al.
(2001b) ont rapporté que la silymarine (20 mg/kg/jour pendant 14 jours) peut rétablir les
niveaux de peroxydes lipidiques et des antioxydants enzymatiques a des niveaux proches des
normales chez des rats traités par I'AFB1 (2 mg/kg/jour) durant 6 semaines de traitement. Elle
peut réduire la formation d'AFBO, éliminer les ROS et réparer les membranes cellulaires
endommagées pour protéger le foie. La quercétine, un flavonoide alimentaire, a également un
effet similaire. Elle protege le foie en renforcant le systeme de defense antioxydant des
hépatocytes et en inhibant la peroxydation lipidique. Par conséquent, elle fournit une protection
contre les dommages a I'ADN induits par le stress oxydatif (Silva et al., 2008). Cet effet a été
démontré sur des cellules HepG2 exposées a I'AFB;1 pendant 2 heures ou la quercétine (5
ug/mL) a pu réduire les dommages de I'ADN de 60,56 % a 32,33 % (Barcelos et al., 2011).

Les polyphénols contenus dans les fruits, les légumes et les céréales peuvent réduire
efficacement l'incidence des maladies du foie causées par les mycotoxines, notamment I'AFB;.
Les proanthocyanidines de I'extrait de pépins de raisin pourraient améliorer la capacité de
réparation de I'ADN via la régulation des génes de réparation des dommages de I'ADN induits
par I'AFB; pour les cellules de moelle osseuse du rat (Bakheet et al., 2016). Chez les poulets de
chair traités par I'AFB1 (1 mg/kg de poids corporel), la supplémentation alimentaire en
proanthocyanidines (250 mg/kg de poids corporel) a amélioré les capacités antioxydantes et
réduit significativement la concentration de I'AFB: dans le foie, ce qui suggére que ces
molécules peuvent inhiber I'absorption de I'AFB: dans le systeme gastro-intestinal ou le foie.

La curcumine (200 mg/kg) dérivée des rhizomes de Curcuma longa L. prévient les
lesions oxydatives du foie causes par I'AFB;1 (25 pg/kg) en ajustant les niveaux des marqueurs
enzymatiques sériques et en inhibant la peroxydation lipidique chez les rats adultes (EI-Agamy,
2010). Muhammad et al., (2018) ont prouvé que la curcumine est un excellent antidote pour

réguler l'autophagie des hépatocytes, et le supplément de curcumine dans le régime alimentaire
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des poulets de chair (450 mg/kg d'aliments) peut leur fournir une résistance efficace a

I'inflammation induite par I'AFB: (5 mg/kg d'aliments).
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1 Matériel et méthodes

1.1 Matériel végétal

La récolte de la partie aérienne de Teucrium polium a été effectuée pendant le mois de Juin
2019 dans la région de Amoucha (Wilaya de Sétif, 36.346135, 5.427050). L'identification a été
faite par Pr. Laouer Hocine, Laboratoire de valorisation des substances naturelles, Université
de Sétif 1. La partie aérienne de la plante utilisée dans les expériences a subi un nettoyage et un
lavage a I’eau pour €liminer toutes les traces de poussiére puis séchée a I’ombre dans un endroit
sec et aéré et a température ambiante. La plante seche est broyée a I’aide d’un broyeur électrique
et tamisées afin de pouvoir récupérer une poudre fine et homogéne. La poudre obtenue a été
ensuite conservée hermétiquement dans des récipients en verre et stockée a 1’abri de la lumicre

pour des prochaines utilisations.

1.2 Préparation des extraits

Les extraits de Teucrium polium ont été préparés selon la méthode décrite par (Contini
et al., 2008) avec une légere modification. 50 g de poudre des feuilles de Teucrium polium ont
été délipidés deux fois dans 400 ml de 1'hexane pendant 2 heures afin d’éliminer les lipides,
suivi par une filtration. Le résidu dégraissé a été ensuite extrait avec de I'eau ou du méthanol ou
de I'éthanol a (80 %) sous agitation constante pendant une nuit a température ambiante. Les
extraits aqueux et hydroalcoolique sont ensuite filtrés sur verre fritté apres centrifugation a 3000
rpm pendant 10 minutes. Les résidus récupérés ont subi une seconde extraction dans les mémes
conditions pendant 4 heures et le filtrat a été recupéré apres centrifugation et filtration. Les deux
filtrats ont ét¢ mélangés et le solvant a été évaporé a I'é¢tuve a 40 °C jusqu'a I’obtention d'un

extrait sec.

2 Meéthodes

2.1 Détermination de la teneur en des polyphénols totaux

L’évaluation des teneurs en polyphénols totaux des extraits de Teucrium polium a été
effectué selon la méthode décrite par (Siddiqui et al., 2017), en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce réactif est formé d’acide phosphomolybdique HsPMo012040 et d’acide
phosphotungstique H3PW12040 qui est réduit par 1’oxydation des phénols en oxyde bleu de
tungsténe Ws0O23 et de molybdene MosOs. La coloration bleu produite posséde une absorption
maximale aux environs de 765 nm. Un volume de 200 pl de I’extrait est mélangé avec 1 ml du

réactif de Folin—Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué) et 0,8 ml de carbonate de sodium
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a 7,5% (Na2CO0s). L’ensemble est laissé réagir a température ambiante pendant 1h et demi et la
lecture est faite a I’aide d’un spectrophotométre contre un blanc. La quantité des polyphénols
totaux contenue dans I’extrait est calculée a partir de [’équation de régression
y= 0.0096x+0.0272 (R2 = 0.99) (Figure 7) et exprimée en microgramme d’équivalent acide

gallique par milligramme de 1’extrait.
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Figure 7: Droite d'étalonnage de I'acide gallique

2.2 Détermination de la teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits étudiés a été effectué selon la méthode du
trichlorure d’aluminium (Djeridane et al., 2006). L’ AICIs forme un complexe trés stable avec
les groupements hydroxydes OH des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiere (visible)
a une longueur d’onde de 430 nm. Un standard d’étalonnage a été préparé en utilisant des
solutions de rutine préparées dans le méthanol a différentes concentrations. Pratiqguement 1 ml
de solution d’ALCI3(2%) préparé dans le méthanol est ajouté a 1 ml de la solution d’échantillon
ou du standard (Rutine). Le mélange est incubé pendant 10 min puis la lecture est effectuée a
430 nm a ’aide d’un spectrophotometre.

La quantité des flavonoides présente dans 1’extrait est exprimée en pg d’équivalent
rutine par mg de I’extrait (ug EqR/mg de I’extrait) qui a été déduit de 1’équation de régression

y=0.0161+0.006 (R2=0.999) (Figure 8).
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Figure 8: Droite d'étalonnage de la rutine

2.3 Analyse des polyphénols d'extraits de T. polium par HPLC

La composition en polyphénols de différents extraits de Teucriem polium a été
déterminée par HPLC (Agilent série 1260). L'analyse a été réalisée a l'aide d'une colonne C18
(4,6 mm id x 250 mm, 5 m,) par injection d'un volume de 10 ul puis une élution en gradient a
été réalisée en faisant varier la proportion de solvant A (eau) et de solvant B (0,02% trifloro -
acide acétique dans l'acétonitrile), a un débit de 1 ml/min. Le gradient de solvant était le suivant
: 0-5 min 80 % A ; 8-12 min 50% A; 12-16 min 80% A et les fractions d'élution ont été

contrélées par un détecteur UV a 280 nm. Toutes les séparations ont été effectuées a 35 °C.
2.4 Evaluation de l'activité antioxydante In vitro

2.4.1 Activité de piégeage du radical DPPH

Le 1,1-diphényl-2-picrydrazyl (DPPH) est un radical libre stable. Cette stabilité est due
a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La délocalisation des électrons
donne également lieu a la couleur violette profonde, caractérisée par une bande d'absorption de
la solution de DPPH a environ 517 nm. La réduction des radicaux DPPH" par des agents
antioxydants entraine une décoloration de la solution. Afin d'évaluer le potentiel antioxydant a
travers piegeage du radical DPPH par les extraits étudiés, le changement de couleur peut étre
suivi par spectrophotométrie.

L'activité de piégeage du DPPH a été mesurée comme décrit par (Sanchez-Moreno et
al., 1998). Tout d'abord, des solutions des extraits a différentes concentrations ont été préparées
dans du methanol (5-200 mg/ml), puis, 50 ul de chaque extrait ont été ajoutés a 1950 ul de
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solution méthanolique de DPPH (0,2 mM). Le mélange a été agité et incubé pendant 30 min
dans I'obscurité a température ambiante et I'absorbance des solutions a été lue & 517 nm. Du
méthanol a été utilisé a la place de I'échantillon pour obtenir I'absorbance du contréle. Le BHA
et le BHT ont été utilisés comme antioxydants standards a des fins de comparaison. L'activité
de piégeage de radical pour chaque extrait a été déterminée par la formule suivante :

Activité de piégeage de DPPH (%) = (Ao — A1) /Ao x 100

Ou Ap est I'absorbance du contrdle et A; est I'absorbance de I'échantillon, et I'effet de
piégeage a été estimee par la concentration inhibitrice a 50 % (Clso) qui a été déduite de la
courbe d'inhibition.
2.4.2 Testde PABTS

L’activité antiradicalaire a été également évaluée par le test de décoloration du radical
cation ABTS+e selon la technique utilisée par (Re et al., 1999). L’ABTS a été dissous dans
’eau distillée a une concentration de 7 mM. La solution du radical cation ABTS™" a été préparée
en mélangeant a volumes égaux la solution mére d’ABTS a une concentration de 7 mM avec
une solution de persulfate de potassium a 2,45 mM. Le mélange réactionnel est mis en
incubation, a 1’obscurité, pendant 18 h a température ambiante. Ensuite, 160 pl de la solution
d’ABTS™ a été mélangé avec 40 ul d’extrait ou de la référence (BHT et BHA) a différentes
concentrations. Apres une incubation de 10 minutes a 1’obscurité et a température ambiante,
I'absorbance a été mesurée a 734 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques & 96 puits. Les
résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition calculé comme suit :

Pourcentage d’inhibition (%) = [A contréle - A échantillon / A contréle] x 100
2.4.3 Evaluation du pouvoir réducteur

Le dosage de pouvoir réducteur mesure la capacité d'un antioxydant a donner des
électrons. La présence des réducteurs provoque la conversion du complexe fe3+/ferricyanure a
la forme ferreuse qui sert d'important indicateur de leur capacité antioxydante.

Le pouvoir reducteur des extraits de T. polium a éte évaluée selon (chung et al., 2005).
Pour cela, 0,5 ml de solution de I'extrait & différentes concentrations a été mélangé avec 1,25
ml de tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1,25 ml de ferricyanure de potassium (1%). Le
mélange a été ensuite incubé pendant 30 min a 50 °C et 5 ml d'acide trichloracétique (1%) ont
été ajoutés pour arréter la réaction avant de centrifuger le mélange pendant 10 min a 3000
tr/min. Un volume de 1,25 ml de la solution surnageante a été melangé avec 1,25 ml de l'eau
distillée et 0,5 ml de FeCls (0,1%) et I'absorbance a été lue a 700 nm. Une augmentation de

I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testes.
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2.4.4 Testde CUPRAC
La méthode CUPRAC (CUPric Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie

de la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc) et cuivre (Cuz+). En
effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre—néocuproine est réduit et cette
réaction est quantifiée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 450 nm (Apak et al.,
2004).

La capacité antioxydante via ce test a été évaluée selon la méthode décrite par Apak et
al. (2004). En bref, dans une plaque a fond rond de 96 puits, 40 ul des dilutions de différents
extraits avec 50 pl de la solution CuCl> (10 mM) ont été ajoutés puis, dans chaque puits, 50 pl
de la solution de néocuproine (7,5 mM) et 60 pl de tampon NHsAc (1 M, pH 7,0) ont été

ajoutées. L'absorbance a été mesurée apres 60 min a 450.
2.5 Cytotoxicité de I’extrait contre les cellules cancéreuses du sein
MCF-7

La cytotoxicité des différents extraits a été déterminée par la méthode conventionnelle
basée sur le test de réduction du MTT (Ginouves et al., 2014). Des cellules de cancer du sein
MCF-7 (obtenues aupres de I'ATCC via Holding Company for Biologiques Produits and
Vaccins, VACSERA, Le Caire, Egypte) ont été cultivées dans des plaques de 96 puits a une
densité de 10* cellules/puits dans un volume final de 100 pl de suspension cellulaire (RPMI
additionne de 10 % de FBS, 100 unités/ml de pénicilline et 100 mg/ml de solution de
streptomycine). Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 48h sous 5% de CO2 dans un
incubateur, puis le surnageant a été préleveé et les cellules ont été traitées par les extraits de T.
polium a différentes concentrations (1,5 - 100 pg/ml) pendant 48 h. Ensuite, 20 pl de solution
de MTT dans le DMSO (5 mg/ml) ont été ajoutés dans chaque puits et une incubation
supplémentaire de 4 h a été réalisée. La solution de MTT a été ensuite séparée, et 100 ul de
DMSO sont ajoutés dans chaque puits pour dissoudre le formazan violet formé. L'absorbance
de la solution obtenue a été mesurée a 570 nm en utilisant un lecteur de microplaques (EXL
800, USA). La moyenne d'absorbance pour chaque extrait a été calculée, puis le pourcentage
de viabilité des cellules est calculé comme suit :

% de viabilité cellulaire = absorbance moyenne de I'échantillon traité/absorbance
moyenne de I'échantillon de contrdle x 100

Le controle est constitué des cultures non traitées contenant seulement des cellules dans

le milieu. Le pouvoir d'inhibition des extraits contre les cellules cancéreuses du sein MCF-7 a

30



Matériel et méthodes

été evalué par I'lCso et comparé a la doxorubicine en tant qu’un médicament anticancéreux

standard.

2.6 Effet protecteur de l'extrait methanolique contre la toxicité

induite par ’aflatoxine B:

Des rats méles Sprague Dawley pesant 150-160 g proviennent de Animal House
Colony, National Research Centre, Dokki, Giza, Egypte, sont utilisés dans nos expériences.
Les animaux ont été soumis a un régime alimentaire standard de laboratoire composé de :
saccharose (30 %) ; caséines (16 %) ; amidon (35 %) ; I’huile d’arachide (10%) ; fibres (5%)
p/p, achetés auprés de Meladco Feed Co., Aubor City, Le Caire, Egypte. Les animaux sont
logés dans des cages en polycarbonate a couvercle filtrant dans une piéce exempte de toute
source de contamination, avec un cycle photopériodique artificiel (obscurité/lumiere 12h). La
température et I’humidité dans le laboratoire sont 25 + 1°C. et (50 + 5%), respectivement.

Tous les animaux ont regu des soins sans cruauté conformément aux directives du
Comité pour le soin et l'utilisation des animaux du Center Nationale de Recherche.

Avant de commencer les expériences, soixante rats ont été divisés en six groupes (10
rats/groupe) et ont été maintenus a leur alimentation respective pendant 2 semaines comme suit:

Groupe 1 : Animaux témoins non traités qui se sont nourris avec un régime de base et
de l'eau.

Groupe 2 : Groupe des animaux traités avec la dose de 50 mg/kg de I’extrait administré
par voie orale.

Groupe 3 : Groupe des animaux traités avec la dose de 100 mg/kg de 1’extrait
administré par voie orale.

Groupe 4 : Groupe des animaux traités avec 1’aflatoxine B; (80 pg/kg) quotidiennement
par voie orale.

Groupe 5 : Groupe des animaux traités avec 1’aflatoxine B; et I’extrait a 50 mg/kg
guotidiennement par voie orale.

Groupe 6 : Groupe des animaux traités avec ’aflatoxine B, et I’extrait a 100 mg/kg
quotidiennement par voie orale.

2.6.1 Dosage des parameétres biochimiques
Le sérum du sang recueilli dans les tubes secs a été utilisé pour le dosage des
marqueurs biochimiques de certains organes vitaux (foie et reins). Les paramétres du profile

lipidique ont été mesurés (taux de cholesterol, de triglycérides, de HDL et de LDL) selon la
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procédure standard en utilisant I'analyseur clinique pictus 200 Random Access (Diatron). Les
taux de I'IL-6, de l'antigéne carcinoembryonnaire (CEA) de I’AFP et de TNF-o ont été

déterminés selon les instructions du fabricant.

2.6.1.1 Dosage des marqueurs sériques du foie

L'alanine aminotransférase (ALAT) et l'aspartate aminotransférase (ASAT) sont des
enzymes présentes principalement dans le foie, mais également dans les globules rouges, les
cellules cardiaques, les tissus musculaires et d'autres organes, comme le pancréas et les reins.

Les niveaux d'ALAT et d°ASAT peuvent étre utilis€s en association avec d'autres enzymes
pour surveiller I'évolution de divers troubles hépatiques. Les concentrations normales dans le
sang sontde 5a35 U.I"t pour I'ALAT et de 5440 U.I" pour I’ASAT. Cependant, I'augmentation
de leurs taux dans le sang témoigne d'une Iésion cellulaire, le plus souvent dans le foie, parfois
dans le cceur, les muscles ou les reins. Par conséquent, la quantité de 'ALAT et celle de 'ASAT
dans le sang reflete la gravité des dégats (Huang et al., 2006).

a) Dosage de I’activité de I’Alanine Aminotransférase PALAT

La série des réactions impliquées dans le systeme de dosage est la suivante :

L-Alanine + 2 Oxoglutarate ﬂ» Purivate + L-Glutamate

Pyruvate + NADH + H* i» L-Lactate + NAD"

Le groupe amine est transféré par I’ ALAT présent dans I’échantillon a partir de 1’alanine
vers I’atome de carbone du 2-oxoglutarate en produisant le pyruvate et du L-glutamate. Le
pyruvate est réduit en lactate par le LDH présent dans le réactif avec oxydation simultanée du
NADH en NAD+. La réaction est suivie en mesurant la diminution de 1’absorbance due a
I’oxydation du NADH en NAD+. Cette diminution est proportionnelle a I’activité de ’ALAT.

Dans un volume de 0,5 ml de de réactif | contenant du tampon phosphate (pH 7.4, 100
mM), du L-alanine (200 mM), de I’a-cetoglutarate (2 mM), est ajouté un volume de 0,1 ml de
produit a doser (contrdle ou échantillon). Apres agitation et incubation pendant 30 min a 37°,
un volume de 0,5 ml de réactif colore Il (2,4-dinitrophénylhydrazine 2 mmol/l) a été ensuite
ajouté et le melange a été incubé a température ambiante pendant 20 min avant I'ajout de 5 ml
de NaOH.

Cinq minutes plus tard, La densité optique du produit coloré a été mesurée a I’aide d’un

spectrophotomeétre a 546 nm contre un blanc d'eau distillée.
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b) Dosage de I’activité de I’Aspartate Aminotransférase (ASAT)
Cette méthode repose sur le principe selon le schéma réactionnel suivant :

ASAT
L-Aspartate + 2 Oxoglutarate — > Oxaloacétate + L-Glutamate
4—

MDH
Oxaloacétate + NADH + H+ ——— » L-malate + NAD-+

La détermination de Il'activité de I’AAST sérique a eté effectuée a I'aide d'un kit de
réactifs selon la méthode décrite par Reitman et Frankel (1957). Un volume de 0,5 ml de réactif
| [tampon phosphate (100mM, pH 7,4), L-aspartate (100 mM), a-oxoglutarate (2mM)] a été
incubé pendant 30 min a 37°C apres 1’ajout de 0,1 ml de sérum. Un volume de 0,5 ml de réactif
Il coloré [2,4-dinitrophénylhydrazine (2 mM)] a été ensuite ajouté, mélangé et laissé reposer a
température ambiante pendant 20 min avant d'ajouter 5 ml de NaOH. Cing minutes plus tard,

la couleur développée a été mesurée a 546 nm contre un blanc d'eau distillée.

2.6.1.2 Dosage des marqueurs seriques des reins
a) Dosage de la créatinine

Le dosage de la créatinine est fait par la méthode colorimétrique ou réaction de Jaffé
(Fabinyet Ertingshausen, 1971; Labbé et al., 1996).

En effet, en milieu alcalin, la créatinine donne avec I’acide picrique un complexe coloré
rouge orangé. La vitesse de développement de la coloration est proportionnelle a la
concentration de la créatinine qui est mesurable au spectrophotometre a une longueur d’onde A
¢gale a 495 nm. Ainsi, Des volumes égaux de 0,5 ml d’acide picrique (25 mM) et de
d’hydroxyde de sodium (4 mmol/L) est incubé a 37°C. Ensuite 0,1 ml de produit a doser (étalon
ou échantillon) est ajouté. Le mélange est agité, et apres 30 et 120 secondes, les absorbances
respectives Al et A2 du standard (20 mg/1 (177 umol/L) et de 1’échantillon sont obtenues a 495

contre de I’eau déminéralisée. Le taux de la créatinine a été calculée comme suit :

(A2 - A1) Echantillon
(A2 - A1)Etalon

Concentration de la créatinine en mg/l = X concentration de 1’étalon

Concentration étalon de créatinine = 20 mg/I
b) Dosage de I’urée

L'urée est une des molécules permettant d'éliminer I'azote en excés dans 1’organisme.
L'uréogenése a lieu exclusivement dans le foie lors du catabolisme des acides aminés. Lors
d’une insuffisance rénale, l'urémie augmente et I'azoturie (urée urinaire) diminue. Cependant,

cette augmentation de [’urée sanguine révele indirectement un dysfonctionnement rénal car
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I’urée est un indicateur peu spécifique puisqu’elle dépend aussi de 1’ingestion de protéines,
source d’acides aminés, et du fonctionnement hépatique (Gowda et al., 2010).

La méthode de dosage de I’urée selon (Fawcett et Scott, 1960) repose sur I’hydrolyse
de I’urée en anhydride carbonique et ammoniaque par 1’uréase. Les ions ammoniums forment
avec le salicylate, le chlore et le nitroprussiate un complexe coloré bleu-vert appelé Indophénol.
L’intensité de la coloration qui est proportionnelle a la concentration de 1’urée, est mesurable
au spectrophotomeétre a une longueur d’onde A égale a 600 nm.

0,5 ml de réactif A contenant du salicylate de sodium (60 mmol/l), du nitroprussiate de
sodium (5,2 mmol/l), du tampon phosphate pH 6,7 (60 mmol/l) de ’EDTA (1.5 mmol) et de
I’uréase (>5000 Ul/ml), additionné de 0,5 ml de réactif B contenant de I’hypochlorite de sodium
(18 mmol/l) et de I’hydroxyde de sodium (450 mmol/l) sont mélangés pour constituer le milieu
réactionnel (1 ml). A ce milieu, 10 pl de sérum a doser (étalon ou échantillons) sont ajoutés.
Aprés agitation et incubation a température ambiante (16 a 25°C) pendant 5 min, la
I’absorbance du produit a doser est lue en comparaison avec le blanc au spectrophotométre a
une longueur d’onde A égale a 600 nm.

La concentration de I'urée a été calculée comme suit :

_ ) Abs Echantillon _
Concentration de 'urée en g/l = x Concentration Etalon
Abs Etalon

e Concentration étalon de ’'urée = 0,5 g/l

c) Détermination de la concentration de I’acide urique

Lors de ce test, I’uricase agit sur ’acide urique pour produire de 1’allantoine, du dioxyde
de carbone et du peroxyde d’hydrogéne. En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogene
réagit avec un chromogéne (dichloro-hydroxybenzéne sulfonate et amino-antipyrine) pour
former une quinonéimine, complexe de couleur rouge. L’absorbance mesurée a 520 nm est
proportionnelle a la quantité d’acide urique dans 1’échantillon.

Avant l'essai, mélanger des volumes égaux de réactifs 1 et 2. Réactif 1. Tampon
chromogen (25 ml), Tampon Tris (50 mM) et 3,5, Dichloro 2-hydroxybenzensulfonate (5 mM)
et réactif 2: (Un tensioactif , Uricase > 500 UI/L, Peroxydase > 2000 U/L, 4- Aminoantipyrine
0,20 mM ). Un volume de 1 ml de réactif de travail a été mélangé avec 50 pl d'échantillon ou
d'étalon (6 mg/dl) et incubé pendant 10 min a 37°C. L'absorbance a été mesurée a 520 nm contre

le blanc. La concentration de I'acide uréique a été calculée comme suit :

. . : Abs Echantillon _
Concentration de 1'acide urique = = x Concentration Etalon
1 Abs Etalon
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d) Dosage des protéines totales

La concentration de protéines totales dans le sang humain est un paramétre biochimique
couramment utilisé pour le diagnostic de nombreuses maladies. En effet, dans diverses
pathologies, une diminution (hypoprotéinémie) ou une augmentation (hyperprotéinémie) de la
concentration totale de proteines dans le sang est observée (Buzanovskii, 2017).

La détermination du taux de protéines totales a été réalisée en ajoutant 1 ml d’une
solution composée de (NaOH a 0,47 M, lodure de potassium a 23,3 mM, sulfate de cuivre (I1)
a 6,5 mM et de sodium-potassium tartrate a 22,1 mM) a 0,02 ml de I'échantillon ou de I'étalon
(50 g/1) avant d’incuber le mélange pendant 10 min a température ambiante. L'absorbance a été

déterminée a 540 nm contre le blanc. La concentration de protéines a été calculée comme suit :

. /s Abs Echantillon
Concentration de protéines (g/dl) = ~bebalon X 5

e) Dosage de I’albumine

L'albumine est connue pour sa capacité a lier de nombreux types de composés
organiques, y compris les colorants organiques. Lorsque l'albumine se lie au vert de
bromocrésol (BCG), elle provoque une modification de I'absorbance maximale du BCG. Ce
changement peut étre mesuré par spectrophotomeétrie et utilisé pour déterminer la concentration
d'albumine (Doumas et al., 1971).

Le taux de I’albumine a été mesuré a une longueur d'onde de 630 nm. Afin de mesurer
le taux de I’albumine, 0,01 ml de I’échantillon ou de 1’étalon sont ajoutés a 2,5 ml de réactif
(Tampon succinate pH=4,2 a 50 mM et vert de bromocrésol a 0,75 g/L). Les absorbances de
I'échantillon et de I'étalon a 50 g/L sont lues a une longueur d'onde de 630 nm contre le blanc.

La concentration de I'albumine a été calculée comme suit :

Abs Echantillon
Abs Etalon

Concentration de I'albumine (g/dl) = x5

2.6.1.3 Le profile lipidique
a) Dosage de cholestérol

Dans ce dosage, 1’étalon, I’échantillons et le blanc de cholestérol ont été dissous dans
de I'isopropanol : NP40 (9:1, v:v) et traités de la méme maniere.

Au début, le cholestérol estérifié est hydrolysé en cholestérol libre par le cholestérol
estérase. Le cholestérol libre est ensuite oxydé en cholest-4-en-3-one par la cholestérol oxydase

avec libération de peroxyde d’hydrogene (H20). Ce dernier oxyde I’amino-4-antipyrine, en
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présence de phénol et de peroxydase en une quinone imine colorée dont I’intensité de la
coloration évaluée a 510 nm est proportionnelle a la quantité de cholestérol (Li et al., 2019).

Dans une plaque de 96 puits, 10 ul d'une solution de catalase a 100 U/ml ont été mis
dans chaque puits et 40 uLL de 1’échantillon ont été ajoutés suivis d'une incubation de 15 min a
37°C. 150 pl de réactif A (tampon phosphate de potassium 0,1 M, pH 7,4, NaCl 0,25 M, acide
cholique 5 mM, Triton X-100 0,1 %, cholestérol oxydase 0,3 U/ml, HRP 1,3 U/ml et ADHP
0,4 mM) ont été ajouté dans chaque puits. La plaque a été incubée a 37°C pendant 15 min
supplémentaires et la fluorescence a été lue a une longueur d'onde d'excitation de 530 nm et
une longueur d'onde d'émission de 580 nm. La masse de cholestérol dans 1’échantillon a été
déterminée par régression linéaire en utilisant I'émission de fluorescence des blancs et des
étalons de cholestérol (plage de 20 a 800 ng) (Robinet et al., 2010).

b) Dosage de triglycérides

Cette procédure implique une hydrolyse enzymatique des triglycérides par la lipase en
glycérol et en acides gras libres. Le glycérol est alors phosphorylé par I'ATP formant du
glycérol-3-phosphate (G-3-P) et de I'ADP dans une réaction catalysee par la glycérol kinase
(GK). Le G-3-P est ensuite oxydeé par la glycérol phosphate oxydase (GPO) en phosphate de
dihydroxyacétone (DAP) et en peroxyde d'’hydrogéene (H202). Ce dernier est mesuré comme
décrit pour le cholestérol.

Dans ce dosage, 1 ml de réactif de travail contenant [le p-Chlorophénol, la Lipoprotéine
lipase (LPL), la Glycérol kinase (GK), la Glycérol-3-oxydase (GPO), la Peroxydase (POD) et
du 4— Aminophénazone (4-AF) ATP] est mélangé avec 10 pl de I’échantillon ou du standard et
incubé pendant 10 min a température ambiante. Finalement, les absorbances du standard et de
I’échantillon sont lues en comparaison avec le blanc (Bucolo et David, 1973).

La concentration de triglycérides est calculée comme suite :

Abs Echantillon

Concentration de triglycérides (mg/dl) = Abe Etalon

x 200(conc. standard)

c) Dosage de cholestérol- HDL

La mesure du C-HDL passe par la précipitation du bloc LDL et VLDL. Cette méthode
met en ceuvre l'acide phosphotungstique et 1'ion magnésium Mg. Elle implique plusieurs
opérations généralement manuelles (prélévements de I'échantillon et du surnageant aprés
précipitation et centrifugation), de telle sorte que les résultats du C-HDL ne sont habituellement
obtenus que le lendemain du prélevement (Lopes-Virella et al., 1977).

500 pl de réactif A [Phosphotungstate (0,4 mmol/L) et Chlorure de magnésium (20

mmol/L)] sont ajoutés a 200 ul de sérum. Le mélange est agité 30 secondes au Vortex puis
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laissé au repos pendant 10 minutes a température ambiante. Les tubes sont ensuite centrifugés
10 minutes a 4000 rpm. Un volume de 100 pl de surnageant limpide a été ajouté a 1 ml de
réactif B (réactif colorant et incubé a 37°C pendant 10 min.

Les absorbances de 1’échantillon et du standard HDL (HDL-C) ont été lues a 500 nm
contre un blanc contenant 100 ul d'eau distillée et | ml de réactif B et la concentration de HDL-
C a été calculée suivant la relation :

Concentration de HDL-cholestérol sérique (mg/dl) =

A Ech

HDL-cholestérol (mg/dl) = Abs Et

x conc.standard x facteur de dillution

d) Dosage de cholestérol- LDL

Le taux de cholestérol- HDL (mg/dl) peut étre calculé a partir de la concentration du C-
HDL et des triglycérides (TG) par la formule de FRIEDEWALD (Friedewald et al., 1972) :

Chol LDL = Chol total - HDL Chol — TG/5
2.6.1.4 Détermination de taux de TNF alpha

Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-o), un membre de la superfamille des
cytokines TNF/TNFR. Il est associé a I'inflammation chronique et au développement du cancer.
L'expression du TNF-a dans le microenvironnement tumoral favorise l'invasion, la migration
et les métastases des cellules tumorales dans le cas de plusieurs cancers (Salvatore et al., 2016).

Dans ce test, un anticorps monoclonal spécifique du TNF-o a été pré-revétu dans les
puits d’une microplaque de 96 puits. Les échantillons et les étalons sont ensuite ajoutes a ces
puits et toute molécule de TNF-a présente dans 1’échantillon se lie a I’anticorps immobilisé.
Apreés l'incubation, les échantillons non liés sont retirés lors d'une étape de lavage, puis un
anticorps biotinylé de détection spécifique du TNF-o est ajouté aux puits et se lie a la
combinaison anticorps de capture-TNF-a dans I'échantillon. Apres un deuxieme lavage qui vise
a éliminer toute combinaison non liée, la streptavidine conjuguée a la HRP est ajouté aux puits.
Apres les étapes d'incubation et de lavage, une solution de substrat TMB est ajoutée aux puits
et une couleur se développe. L’intensité de cette couleur est directement proportionnelle a la
concentration de TNF-a présente dans 1’échantillon. La solution d'arrét change la couleur du
bleu au jaune et l'intensité de la couleur est mesurée a 450 nm a l'aide d'un lecteur ELISA.
2.6.1.5 Dosage de I’interleukine 6

Dans ce dosage, I'ELISA en sandwich qui permet de déetecter un échantillon d'antigene
dans un sérum a été utilisée. Un anticorps monoclonal spécifique de I'lL-6 a été pré-fixé sur une
microplaque. 100 pl d'échantillon ou d'étalon sont ajoutés dans les puits et incubés pendant 2h

et 30min a température ambiante ou toute la nuit a 4°C. 100 ul d'anticorps biotinés sont ajoutés
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dans chaque puits et incubés pendant 1h a température ambiante suivi par un lavage qui élimine
les anticorps non liés. 100 ul de solution de streptavidine sont ajoutés et incubés durant 45
minutes a température ambiante avant d’ajouter 100 ul de réactif de substrat TMB dans chaque
puits. Aprés une incubation de 30 minutes a température ambiante, 50 ul de solution d'arrét sont
ajoutés dans chaque puits et la lecture est immédiatement effectuée a 450 nm.

2.6.1.6 Dosage des marqueurs tumoraux

a) Taux de I’Antigéne Carcino-Embryonnaire (CEA)

L'estimation du taux de CEA a été réalisée en ajoutant 100 pl de 1’échantillon ou de
standard dans les puits qui ont été ensuite incubés pendant 2h et 30 min a tempeérature ambiante
ou pendant toute la nuit & 4°C avec une légére agitation. La solution a été jetee et lavée 4 fois
avec la solution de lavage et aprés le dernier lavage, tout le tampon de lavage restant a été
¢liminé par aspiration ou décantation. Ensuite, 100 pl d'anticorps de détection biotinylé ont été
ajoutés a chaque puits et incubés pendant 1 heure a température ambiante avec une légére
agitation puis la solution a été jetée. 100 ul de solution de streptavidine ont été ajoutés a chaque
puits et incubés pendant 45 minutes a température ambiante en secouant légerement avant
d’¢éliminer la solution.

Finalement, un volume de 100 pl de TMB a été ajouté a chaque puits et incubé pendant
30 minutes a température ambiante dans I'obscurité avec une légere agitation. La lecture est
immédiatement effectuée a 450 nm apres 1’ajout de la solution d'arrét (50 pl).

b) Dosage de I’AFP

L’alpha-feetoprotéine (AFP) est une protéine naturellement fabriquée par le foie et le
sac vitellin d’un bébé en développement. Le taux d’AFP diminue peu apres 1’accouchement
Mais il est absent normalement chez les adultes en santé. Cependant, une augmentation de
I’ AFP chez une personne peut indiquer la présence du carcinome hépatocellulaire (Galle et al.,
2019).

Une méthode immuno-enzymatique a été utilisée pour quantifier le taux de I’AFP.
Briévement, 25 ul du sérum de I'échantillon ou de contrdle ont été ajoutés dans le puits assigne
et 100 ul du réactif enzymatique anti-AFP ont été ajoutés. La microplaque a été incubé pendant
60 minutes & température ambiante aprés une légére agitation. 300 ul de tampon de lavage ont
¢été utilisés deux ou trois fois pour un lavage complet. Ensuite, la solution de substrat (100 pl)
a été ajoutés dans les puits et le mélange a été incubé a température ambiante pendant 15
minutes. 50 pl de solution d'arrét ont été ajoutés a chaque puits suivi d’une légére agitation.

Finalement, I'absorbance a été lue a 450 nm dans un lecteur de microplaques.
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2.6.1.7 Evaluation du statut oxydatif
a) Par la peroxydation Lipidique

La réaction de dosage du malondialdéhyde, repose sur la formation en milieu acide et a
chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA), d'un
pigment absorbant a 532 nm, extractible par le butanol. La réaction colorée, observée avec
I'acide thiobarbiturique, mesure non seulement le malondialdéhyde préexistant, mais aussi le
malondialdéhyde formé par décomposition thermique des peroxydes, et de ceux générés au
cours méme de la réaction (Wang et al., 2022).

La formation de peroxyde lipidique a été déterminée dans I'homogénat du foie et des
reins selon les méthodes décrites par (Satoh, 1978) et Ohkawa et al. (1979). En bref, 1 ml de
TBA (0,67 %) a été ajouté a 200 pl de I’homogénat tissulaire. Le mélange a été incubé dans un
bain d'eau bouillante pendant 30 min. La quantité de TBARS formée dans chaque échantillon
a été évaluée en mesurant la densité optique du surnageant a 532 nm par rapport a au blanc et
les résultats sont exprimés en nmol MDA.g™ tissu.

b) Par la capacité antioxydante totale (TAC)

Dans ce test, un kit de réactifs a été utiliseé pour déterminer la capacité antioxydante
totale dans les homogénats de foie et de rein selon la méthode décrite par Koracevic et al.
(2001). Le réactif de travail a été préparé en mélangeant un volume égal des réactifs 2 et 3
(Enzyme - Tampon) juste avant le test. Les réactifs 1 (substrat H202) ont été dilués 1000 fois
avant I’utilisation dans 1’eau distillée. Ensuite, un volume de 0,5 ml du substrat ont été ajoutés
a 20 pl de ’homogénat pour I’échantillon et a 20pl d'eau distillée pour le blanc. Le mélange a
été agité par un mélangeur vortex et incubé pendant 10 min a 37°C. 0,5ml du réactif de travail
a été ajouté dans les tubes de blanc et de I'échantillon d'homogénat, suivi d'une incubation
pendant 5 min a 37°C. Les absorbances du blanc et de I'nomogénat ont été lues & 505 nm contre
de I'eau distillée en utilisant un spectrophotometre a double faisceau (UV-150-02, Shimadzu,
Japon). La capacité antioxydante totale dans I'nomogénat exprimée en nmol/gm de tissu a été
calculée suivant formule :

Capacité antioxydante totale = (nmol/gm tissue) = Ablanc— A échantillon X 3.33
c) Par P’activité de glutathion peroxidase

Les glutathion peroxydases constituent I’'un des plus importants systémes enzymatiques
de protection. En effet, elles sont capables de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne, mais aussi

d’autres hydroperoxydes résultant de 1’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant
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la réduction de I’hydroperoxyde avec I’oxydation d’un substrat réducteur comme le glutathion
(Cubas-Gaona et al., 2020) .

L’activité enzymatique de la GPx a été¢ mesurée selon la méthode de Paglia et Valentine
(1967). Elle est déterminée via la formation du glutathion oxydé (GSSG) a partir du glutathion
réduit (GSH). Le systéme nécessite la présence d’un oxydant (cumeéne-H20>) et de la glutathion
réductase (GR) qui réduit le GSSG en oxydant le NADPH en NADP. La diminution de

I’absorbance est mesurée a 430nm.

ROOH + 2 GSH i» ROH + GSSG + H>0

GSSG + 2 NADPH, H* _GR 2 GSH + 2 NADP*

Pour réaliser ce test, 10 pl d'hydroperoxyde de cuméne ont été dilués dans 10 mL d'eau
distillée et melangés par agitation vigoureuse. Puis, 0,05 ml de I'échantillon dilué a été mélangé
avec 2,5 ml d’un réactif composé de glutathion, de glutathion réductase (GR) et de NADPH et
0.1ml de I'nydroperoxyde de cumene. L'absorbance initiale de I'échantillon et du blanc de réactif
ont été lus apres une minute et & nouveau aprés 2 minutes a 340 nm. La valeur du blanc a été
soustraite de celle de I'échantillon. Les résultats ont été exprimés en U /I. selon la formule

suivante :

Activité de GPx (U/L) = 8412 x AA 340 nm / minute

d) Par P’activité de catalase

La fonction principale de la catalase est la protection contre les effets toxiques du
peroxyde d’hydrogéne en catalysant sa décomposition en eau et oxygeéne (Tehrani et Moosavi-
Movahedi, 2018): 2 H.02> — Oz + 2 H20.

La catalase réagit avec une quantité connue de H202 et la réaction est arrétée apres
exactement une minute avec inhibiteur de catalase. En présence d'une peroxydase (HRP), le
reste de H>O> réagit avec I'acide 3,5-Dichloro -2-hydroxybenzéne sulfonique (DHBS) et la 4-
aminophénazone (AAP) pour former un chromophore dont l'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la quantité d'eau. L’intensit¢ de la couleur est inversement

proportionnelle a la quantité de catalase dans I'échantillon original.

2 H2,02 +DHBS » Quinone imine colorée +4 H20

L'activité de la catalase dans le foie et les reins a été déterminée selon la méthode décrite
par (Aebi, 1984) en utilisant un kit commercial. Dans ce test, la solution de H2O> a été dilué

1000 fois juste avant 1’utilisation. 50 pl de I’échantillon ou de standard ont été ajoutés a 0,5 ml
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du tampon (Tampon phosphate, pH 7,0) et 0,1 ml de la solution diluée de H20,, Le mélange a
été incubé pendant 1 min a 25°C puis, 20 ul de 3,5-Dichloro -2-hydroxybenzene acide
sulfonique (DHBS) et 50 pl de la solution contenant 1I’enzyme peroxydase et la 4-
Aminoantipyrine ont été ajoutés. Les tubes ont été incubés pendant 10 min. a 37°C et les
absorbances de I'échantillon et de standard ont été lues contre leurs blancs a 510 nm. L'activité
de la catalase a été exprimeée en U/g de tissu selon la formule :

Activité de la catalase Ug = A standard — A échantillon x 1

A standard. g de tissu utilisé

2.6.1.8 Evaluation de la génotoxicité
a) Test des micronoyaux (MN)

Le test des MN a été réalise comme décrit en détail par Diab et al. (2018). Briévement,
les cellules de la moelle osseuse ont été recueillies dans du sérum bovin feetal (FBS) et étalées
sur des lames microscopiques propres. Les frottis ont eté fixés dans du méthanol absolu, séchés
a l'air, colorés selon May-Griinwald/Giemsa et analysés au microscope optique a un
grossissement de 1000x. Les érythrocytes ont été classés comme suit : (1) érythrocytes
polychromatiques (PCE) ; et (2) érythrocytes normochromatiques (NCE). Un total de 2000 PCE
par animal a été noté pour déterminer la fréquence des érythrocytes polychromatiques micro-
nucléés (MNPCE). Cing cents érythrocytes ont été notés par animal pour déterminer le rapport
de cytotoxicité comme suit : PCE/ (PCE+NCE).

b) Essai d'électrophorése sur gel monocellulaire (test des comeétes)

Le test des comeétes a été réalisé comme décrit par Diab et al. (2018). Brievement, les
cellules de moelle osseuse mélangées a 0,8 % d'agarose a bas point de fusion ont été étalées sur
des lames entiérement givrées et recouvertes avec de I'agarose a 1 % a l'aide d'un couvre-objet.
Les lames ont été trempées dans un tampon de lyse cellulaire (2,5 M NaCl, 100 mM Na;EDTA,
10 mM Tris-HCI, pH 10 contenant 1% de Triton X-100 et 10% de DMSO) pendant 2 h a 4°C
dans I'obscurité. Les lames ont été maintenues dans un tampon alcalin fraichement préparé et
pré-refroidi (300 mM NaOH, 1 mM NaEDTA, pH>13,0) pendant 20 minutes. Ensuite, les
lames ont été soumises a une électrophorese a 25 V et 300 mA pendant 30 minutes. Les lames
ont ensuite été rincée avec un tampon Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5) et colorées avec du bromure
d'éthidium (20 pg/mL). Finalement, un microscope a fluorescence équipé d'une camera
numerique a un grossissement de 400x a été utilisé pour visualiser les lames. 200 cellules ont

été analysées par animal a l'aide du logiciel automatique comet score™ (TriTek Corp, version
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2.0.0.0, Sumerduck, VA 22742, Etats-Unis). Les dommages & I'ADN sont exprimés en
pourcentage d'ADN dans la queue de la cométe (%Tail DNA), le moment de la queue (TM) et
I'Olive Tail Moment (OTM).
¢) Evaluation de I'expression des génes hépatiques par gRT-PCR

L'ARN total a été extrait a l'aide du réactif TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
selon les procédures du fabricant. La concentration et la pureté de I'ARN ont été déterminées
par le spectrophotométre NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis). L'intégrité
de I'ARN a été confirmée par électrophorese sur gel d'agarose. Pour éliminer toute
contamination de I'ADN, un kit de DNase sans RNase (Promega) a été utilisé. L'ARN total
(1) a été converti en ADN complémentaire (ADNCc) a l'aide du kit PreMix cDNA (iNtRON
Biotechnology, Corée). L'ADNc obtenu a été stocké a 20 °C pour une utilisation ultérieure ou
directement utilisé comme modele de PCR semi quantitative. L'expression des genes
sélectionnés a été quantifiée a l'aide de la PCR quantitative en temps réel réalisée par le kit
Master Mix SYBR™ Select, comme décrit précédemment (Kim et al., 2009).

Les séquences de I'amorce spécifique des génes pour la GAPDH, l'interleukine-1 (1L1),
I'interleukine-2 (IL2), l'interleukine-6 (IL6), du facteur de nécrose tumorale alpha TNF-a, et
I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) sont présentées dans le tableau 1.

Tableau 1: Détail des séquences d'amorces pour les génes amplifiés

ADNCc Numéro Amorce sens Amorce anti-sens Taille du
d'accession produit de

RT-PCR
GAPDH | NM_017008.4 | 5-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG 3' 5'-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’ 496
B_actine NM_031144 5'-CCACCATGTACCCAGGCATT-3’ 5'-CGGACTCATCGTACTCCTGC-3' 189
1L- IB NM_031512.2 5'-GACCTGTTCTTTGAGGCTGAC-3' 5'-TTCATCTCGAAGCCTGCAGTG-3’ 330
IL-2 NM_053836.1 5'-AACAGCGCACCCACTTCAA-3’ 5'-TTGAGATGATGCTTTGACA-3' 400
IL-6 NM_012589.2 5-ATCTGCCCTTCAGGAACAGC-3' 5'-AGCCTCCGACTTGTGAAGTG-3' 181
TNF-a NM_012675.3 5'-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3' 5'-ACCACCAGTTGGTTGTCTTTG-3’ 256
Nrf2 | NM_031789.2 5'-TTGGAGGCAAGACATAG-3' 5'-GGGCAACCTGGGAGTA-3’ 251
iNOS AY211532.1 5'-GGAGCGAGTTGTGGATTG-3’ 5'-CCAGGAAGTAGGTGAGGG-3’ 134

La PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) a été réalisee sur le systeme Stratagene
Mx3005P Real-Time PCR (Agilent Technologies) dans un volume réactionnel de 20-uL en
utilisant, 1 pL d'ADNc, 10 uM d'amorces avant et inverse, 10 pL de TOPreal™qPCR 2x
PreMIX (SYBR Green with low ROX) (Enzynomics) et de lI'eau sans ADNse. Tous les

échantillons ont été amplifiés au minimum en triplicats. L'amplification a été realisée avec une
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dénaturation de 15 minutes a 95 °C, puis 40 cycles de 95 °C pendant 12 s, 56-63 °C pendant 15
set 72 °C pendant 30 s.

Le niveau d'expression a été calculé a partir du nombre de cycles PCR (C+) ou la courbe
de fluorescence accrue passe par une valeur seuil. L'expression relative des génes cibles a été
obtenue en utilisant la méthode comparative Ct (AACT). Le ACt a éteé calculé en soustrayant le
Ct de la Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) (controle domestique
endogene) de celui du géne cible tandis que le AACT a été obtenu en soustrayant le ACt du
calibrateur de celui de I'échantillon testé. L'expression relative a été calculée a partir de la
formule 2-22¢T basée sur la méthode de Livak et Schmittgen (2001) et (Abdel-Wahhab et al.,
(2020). Examen histologique

2.7 Analyses histologiques

Des échantillons de foie et de rein ont été fixés dans du formol neutre a 10%, déshydratés
par une série graduelle d'alcools, nettoyés au xyléne et inclus dans de la cire de paraffine. Des
coupes de tissus (5 pum) ont été tranchées et colorées par des colorations a I'hématoxyline et a

I'éosine pour un examen microscopique (Bancroft et al., 1996).

2.8 Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD et en moyenne + SEM.
les résultats des tests sont analysés par le logiciel « GraphPad. Prism Version 8.0». La différence
entre le contrdle et les différents groupes est déterminée par le test ANOVA suivi du test
Dunnett pour la comparaison et la détermination des taux de signification. Une valeur de

p< 0,05 était considérée comme le niveau minimal de signification.
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3 Reésultats et discussion

3.1 Evaluation des polyphénols et des flavonoides totaux

L'extraction de la partie aérienne de Teucrium polium a donné un rendement en extrait sec
de 25 %. La teneur en composés phénoliques totaux déterminee a partir de la courbe standard
(y = 0,012x + 0,065, r? = 0,99) est exprimée en ng EAG/mg de 1’extrait (équivalents d'acide
gallique). Les résultats obtenus ont revélé que I'extrait méthanolique est le plus riche en
polyphénols totaux suivi de l'extrait éthanolique et de I'extrait aqueux (tableau 2)
respectivement. La quantité des flavonoides déterminée par la méthode de 1’ AlCl3 via la courbe
d’étalonnage (y = 0,016x + 0,006, r? = 0,999) est exprimée pg ER/mg de I’extrait (équivalent
rutine). Les résultats montrent également que 1’extrait méthanolique contient la teneur la plus

élevée en flavonoides suivi de I'extrait éthanolique puis de I'extrait aqueux.

Tableau 2: Teneurs en polyphénols et en flavonoides dans les extraits de T. polium

Polyphénols Flavonoides
Extrait . .
(ng EAG/mg de I’extrait) (pg ER/mg de ’extrait)
Méthanolique 134.10 + 1.96 38.85 £ 1.02
Ethanolique 990.30+1.34 31.64 £ 0.65
7417 +£1.15 18.26 £ 0.98
Adqueux

Ces résultats confirment la richesse de T. polium en composés phénoliques. Il a été
suggéré que la variation en composés polyphénoliques entre ces extraits peut étre due a la
formation d'un complexe de certains composés phénoliques qui sont solubles dans le méthanol
et I'éthanol et ont des poids moléculaires élevés ou plus de groupes phénoliques par rapport aux
polyphénols contenus dans I'extrait aqueux. De plus, la combinaison d'eau et de solvant
organique facilite la libération de tous les composés phénoliques qui sont solubles a la fois dans
les solvants organiques et dans I'eau (Do et al., 2014). La teneur en polyphénols totaux de
I’extrait méthanolique est Iégérement supérieure a celle obtenue par Stankovic et al. (2011) dont
la teneur était de 124,62 + 1,05 pg EAG/mg. Concernant la teneur en flavonoides, les résultats
sont presque similaires pour I’extrait méthanolique avec 38,85 contre 41,23ug ER/mg.

Dans ce contexte, des études antérieurs ont suggéré que la matrice végétale, le solvant

et les conditions d’extraction et le nombre de groupes hydroxyle sont les principaux facteurs
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affectant le rendement en polyphénols dans I'extrait (Arabshahi-D et al. 2007; Liaudanskas et
al. 2014).

3.2 Composition phénoligue des extraits

Le profil chromatographique de ’'HPLC des extraits a permis d’identifier un nombre
different de constituants en comparaison au profile des 12 standards utilisés (Fig. 9A). Ainsi il
apparait que les deux extraits alcooliques méthanoliques (Fig. 9B) et éthanoliques (Fig. 9C) et
I’extrait aqueux (Fig. 9D) présentent une forte similitude avec 8 constituants a 1’exception de
I’extrait aqueux qui a donné lieu a trois composés de plus a savoir 1’acide chlorogénique, le
pyrocatechol et le 4°.7 Dihydroxyisoflavone . Pour I’extrait métahnolique, la catéchine était le
flavonoide de plus par rapport aux autres extraits. L’abondance de ces composés déterminée
par la surface de leurs pics fait apparaitre que la naringenine et la quercétine sont les flavonoides
les plus prépondérants dans les trois extraits. Dans 1’extrait méthanolique, la catéchine est
I’unique flavonoide avec une concentration de 7182.02 pug/g. Par ailleurs, I'acide chlorogénique
est le deuxieme composé phénolique le plus abondant dans 1’extrait aqueux avec une
concentration de 1737.97 ug/g. Ces résultats a travers leurs aspects quantitatif et qualitatif,
démontrent que Teucrium polium est une bonne source de polyphénols doués de diverses
activités biologiques et particulierement antioxydantes liées a la présence de flavonoides tels

que la naringénine, la quercétine et la catéchine.

Tableau 3: Composés phénoliques des extraits de T. polium déterminés par HPLC

Extrait Meéthanolique Ethanolique Aqueux
Composé Concentration (ug/g)
Acide Chlorogenique 0.00 0.00 1737.97
Catéchine 7182.02 0.00 0.00
Caféine 455.23 455.54 409.06
Pyrocatechol 0.00 0.00 435.18
Acide Ellagique 2531.44 2286.94 946.91
Acide Coumarique 975.46 958.28 458.43
Vanilline 325.05 693.48 328.58
Naringenine 12286.67 7351.81 13650.05
Propyl Gallate 423.72 404.18 891.48
4.7 Dihydroxyisoflavone 0.00 0.00 275.68
Quercétine 3225.49 2498.23 1457.64
Acide Cinnamique 148.65 443.54 56.24

Le contenu polyphénolique des plantes médicinales varié en fonction de différentes

propriétés telles que leur solubilité dans les solvants d’extraction comme il a été reporté dans
des études précédentes (MiloSevié-Djordjevi¢ et al., 2018; Stefkov et al., 2011, 2012).
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Figure 9: Chromatogrammes HPLC des polyphénols standards (A), des polyphénols totaux des extraits

méthanolique (B), éthanolique (C) et aqueux (D) de T. polium.

3.3 Evaluation de I'activité antioxydante in vitro
3.3.1 Piégeage du radical DPPH

L'efficacité antiradicalaire des trois extraits de T. polium a été évaluée en utilisant la
méthode de piégeage des radicaux DPPH. Les résultats obtenus montrent que l'activité
augmente avec 1’augmentation de la concentration de l'extrait. La meilleure activité a été
observée pour I'extrait méthanolique avec une 1Cso = 8,27 + 1,92 pg/ml qui est inférieure au
BHT (12,08 + 0,28 ug/ml) et légerement supérieure au BHA (6,14 + 0,41 pg/ml). L activité
antioxydantes des extraits éthanolique et aqueux était moindre avec de ICsp de 21,92 + 2,28 et
de 61,84 £ 3,52 pg/ml respectivement. Ces résultats demontrent clairement que les extraits
hydro-alcooliques des feuilles de T. polium possédent une activité antioxydante appréciable
probablement attribuée a leur haute teneur en polyphénols totaux. En effet, il a été établi que la
propriété de piégeage des radicaux des extraits des plantes dépend principalement de leur teneur

en composants phénoliques (Ulewicz-Magulska et Wesolowski, 2019).
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La capacité antioxydante des composants phénoliques est modulée par le don d'atomes
d'hydrogene. La structure moléculaire, principalement la position et le nombre des groupes
hydroxyles, et la nature de leurs substituts sur les cycles aromatiques conférent aux composés
phénoliques la capacité d'inactiver les radicaux libres (Minatel et al., 2017). Ces résultats sont
coheérents avec I'étude de Chaouche et al. (2018) qui ont rapporté que T. polium posséde une
activité antiradicalaire significative avec le test au DPPH avec un potentiel antioxydant moindre
avec des ICso de 20,1 + 1,7 et 40,6 + 4,0 pg/ml pour les extraits méthanolique et aqueux

respectivement.

3.3.2 Test de ’ABTS

Laméthode de I’ABTS est basée sur l'inhibition du radical ABTS, qui est formé pendant
la réaction, par une molécule ayant une activité antioxydante. Dans cette étude, l'activité
antioxydante a été déterminée en suivant la décoloration du cation bleu-vert du radical ABTS
en présence des extraits de Teucrium polium. Le BHA et le BHT ont été utilisés comme
antioxydants de référence.

A partir de la représentation graphique ci-dessous (Figure 10), on remarque que I’extrait
aqueux est le plus actif avec une valeur d’ICsp de 1’ordre de 20,50+0,76 pg/ml suivi par les
extraits méthanolique et éthanolique avec des valeurs d’ICso de 27,11£0,98 ug/ml et de
30,58+1,72 pg/ml respectivement. Cette activité est inférieure a celles de la BHA et la BHT
dont les ICso évaluées étaient de 3,12+0,14 et de 3,89+0,04 pg/ml respectivement.
Contrairement aux résultats de test au DPPH, 1'extrait aqueux a montré 1’activité antioxydante
la plus élevée par rapport aux deux autres extraits, et cela peut étre di a la présence de I'acide
chlorogénique dans I’extrait aqueux qui est absent dans les extraits hydro-alcooliques. En effet,
I’activité antioxydante des isomeéres de I'acide chlorogénique vis-a-vis I’ABTS est élevée dans
une étude rapportée par Xu et al. (2012) avec des ICsp entre 67.3 et 91.5 pug/ml qui a été plus
élevée que celle de Trolox avec une ICso de 131.1 pg/ml.
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Figure 10: I’ICsp des extraits et standards obtenus par le test ABTS. Les moyennes
portant des lettres différentes sont significativement différentes a P< 0,05

3.3.3 Pouvoir reducteur

Le test du pouvoir réducteur est lié a I'efficacité antioxydante et sert d'indicateur
acceptable de la capacité antioxydante (Sayed Ahmad et al., 2018). L'activité réductrice des
extraits est basée sur la réduction du complexe hexacyanoferrate de potassium (KsFeCNe) de la
forme ferrique a la forme ferreuse (Meir et al., 1995). Cette méthode est bien connue comme
étant sensible pour le dosage semi-quantitatif des concentrations diluées de polyphénols qui
participent a la réaction d'oxydoréduction (Morabbi Najafabad et Jamei, 2014). Dans cette
étude, le pouvoir réducteur des extraits de T. polium est directement proportionnel a la

concentration de I’extrait (Figure 11).
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Figure 11: Pouvoir réducteur des extraits de T. polium.

Des résultats obtenus, il ressort que l'extrait méthanolique a présenté un pouvoir

réducteur élevé avec une Aos de 268 + 3 pg/ml et qui est bien corrélé avec la concentration
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croissante. A I’opposé, les extraits éthanoliques et aqueux ont montré une activité modérée avec
des Aos de 398 £ 0,7 et de 896 + 0,34 ug/ml, respectivement. Cette différence de pouvoir
réducteur est bien corrélée avec la teneur en polyphénols totaux de chaque extrait qui est a
I’origine de ce pouvoir. A la lumiere de ces résultats, les polyphénols des feuilles de T. polium
sont de bons donneurs d'électrons a 1’origine de la terminaison des réactions radicalaires en
chaine qui convertissent les radicaux libres en especes plus stables et non réactives.

Dans une étude menee par El atki et al. (2019), sur une espece sauvage de Teucrium,
une bonne corrélation a été établie entre leur contenu phénolique et le pouvoir réducteur. En
effet, les 1Cso de pouvoir réducteur obtenu était de 210 + 0,2 pg/ml pour I'extrait méthanolique

et de 340 £ 0,6 pg/ml pour I’extrait éthanolique presque comparables.
3.3.4 Test de Cuprac

La méthode CUPRAC est basée sur la réduction du Cu (Il), qui est utilisé comme
oxydant, en Cu(l) par les composés antioxydants hydrophiles et lipophiles présents dans les
extraits. Le BHA, et le BHT ont été utilisés comme solutions standards. Selon les résultats
obtenus, ’extrait méthanolique a montré la capacité antioxydante la plus élevée avec une
Aosode 49,39 + 2,79 pg/ml par rapport aux extraits éthanolique et aqueux qui ont donné des
Aosode 76,36 + 4,05 et de 232,22 + 6,98 pg/ml respectivement. Ces activités sont largement
inférieures par rapport a celles de la BHA et la BHT (Figure 12).

La propriété réductrice indique que les composés antioxydants sont des donneurs
d'électrons qui peuvent réduire les intermédiaires chélateurs oxydés du processus de
peroxydation lipidique (Jin et al., 2012). 1l est bien connu que les extraits préparés avec divers
solvants qui possedent différentes polarités difféerent entre eux en termes d'activités biologiques
au regard de leur composés phénoliques, métabolites secondaires des plantes qui présentent des
propriétés chélatrices selon leur structure chimique. De nombreuses études ont montré que
I'existence et aussi la position des groupes hydroxyle sont liées a leur capacité antioxydante.
Selon Toplan et al., (2022), le profil de 'HPLC a travers 1’identité de ses différents flavonoides

confere a ces extraits leurs propriétés chélatrices-antioxydantes.
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Figure 12: Valeurs des A o5 des extraits et des standards obtenues avec le test CUPRAC. Les
moyennes portant des lettres différentes sont significativement différentes a P< 0,05

3.4 Activite cytotoxique contre les cellules cancéreuses du sein
MCF-7

Le test MTT a été appliqué pour estimer I'activité antitumorale en utilisant des cellules
cancéreuses du sein MCF-7 exposées a différentes concentrations des extraits de Teucrium
polium par rapport au contrdle positif, la Doxorubicine pendant 72 heures. Comme présenté
dans la figure 13, les extraits testés ont inhibé la prolifération des cellules MCF-7 de maniére
dose-dépendante. La plus forte activité antiproliférative a été observée avec I'extrait
méthanolique qui a montré une forte inhibition de la croissance des cellules cancéreuses du sein
avec une ICso de 14,20 + 1,3 pg/ml. Cependant, les extraits éthanoliques et aqueux ont montré
une cytotoxicité modérée avec des ICso de 24,38 + 2,1 et 45,68 + 3,2 pug/ml, respectivement
(tableau 4).
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Tableau 4: Activité cytotoxique de différents extraits de T. polium contre des cellules de cancer du
sein MCF-7

Extrait 1Cs0 (ng/ml) *
Methanolique 1420+ 1.3
Ethanolique 2438121
Aqueux 45.68 £ 3.2
Dox (standard) 417+0.2

* 1Cso (ng/ml) : 1-10 (trés fort), 11-20 (fort), 21-50 (modéré), 51-100 (faible) et plus de 100

(non cytotoxique).
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Figure 13: Effet cytotoxique de différentes concentrations des extraits de Teucrium polium contre
la lignée cellulaire MCF-7
Les effets bénéfiques des composés phénoliques dans la chimioprévention du cancer sont
souvent corrélés a leur pouvoir antioxydant, y compris les capacites reductrices et les propriétés
de piégeage des ROS (Galatiet O’Brien, 2004). Cependant, l'activité pro-oxydante de ces
composeés naturels, plutdt que leur action antioxydante, peut étre un mécanisme important pour
leurs propriétés anticancéreuses et d'induction de l'apoptose, car les ERO peuvent servir de
médiateur a la fragmentation apoptotique de I'ADN (Khan et al., 2012). 1l a été rapporté que les
polyphénols participent, par leur pouvoir antioxydant, a I'étape d'initiation de la carcinogenese

contre les ROS et les agents cancérigenes qui oxydent I'ADN et a la régulation du cycle
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cellulaire, a I'induction de I'apoptose et a I'inhibition de I'angiogenése (Liu, 2004; Sharma et al.,
2018).

Comme mentionné précédemment dans I'étude HPLC, les extraits de T polium sont riches
en polyphénols tels que la naringénine, la quercétine et I'acide ellagique, qui peuvent étre
responsables de I'action anticancéreuse de ces extraits. Différents mécanismes par lesquels les
polyphénols agissent contre les cellules cancéreuses du sein ont été mis en évidence comme
I'induction de I'apoptose; I'augmentation de la connexine 43, I'inhibition de I'acide gras synthase
et la réduction de I'expression des cyclines D3, E et A (Chasampalioti et al. 2018; Romagnolo
et al.2017; Phung et al. 2020). En effet, la naringénine, une flavanone majeure présente dans
les extraits de T. polium, est impliquée dans 1’effet inhibiteur sur la prolifération des cellules
MCF-7 a travers l'altération de I'absorption du glucose (Harmone et Patel, 2004).

De plus, il a également été rapporté que ce flavonoide induit une inhibition de la
croissance de 50 % des cellules MCF-7 a 19,46 uM apreés 48 heures (Latif et al., 2019). L'action
antiproliférative de la quercétine a été aussi étudiée sur la croissance des cellules du cancer du
sein humain in vivo et in vitro. En effet, Hashemzaei et al. (2017) ont montré que
I'administration de la quercétine a des souris porteuses de tumeurs MCF-7 diminuait
significativement le volume de la tumeur en interférant avec le cycle cellulaire en provoquant
un arrét du cycle cellulaire en G2/M ou a la transition G1/S. On outre, la combinaison de ce
flavonoide avec l'acide ellagique a montré une action synergique capable de réduire la
prolifération et la viabilité et d'induire I'apoptose dans les cellules leucémiques MOLT-4
(Srivastava et al., 2016).

Les résultats de notre étude confirment que T. polium a une forte activité cytotoxique in
vitro contre les cellules cancéreuses du sein humain. Cette activité est probablement due aux
aux flavonoides (naringénine et quecétine) qui sont présents en quantités significatives et

agissent en synergie comme agents chimiopréventifs.

3.5 Effet protecteur de I'extrait méthanolique contre la toxicite

induite par I’aflatoxine B:

3.5.1 Poids corporel

L'effet de I'AFB; et de I'extrait de feuilles de T. polium sur le poids corporel des rats est
décrit dans la figure 14. Le gain de poids corporel du groupe témoin pendant 15 jours est le plus
élevé (140,8 + 6,37 g). Les rats traités avec I'AFB1 ont montré une perte significative (p<0,05)
du poids corporel (116,64 + 4,69 g), alors qu'aucun effet significatif n'a été observé chez les

animaux traités avec l'extrait méthanolique de T. polium. D'autre part, le traitement avec 50 et
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100 mg/kg de I'extrait de T. polium a amélioré de maniére significative le poids corporel chez
les rats prétraités avec 1’AFB1 par rapport a ceux traités avec I’AFB; seule.

Les résultats indiquent que I'ingestion de I'AFB1 a entrainé une diminution significative de la
prise alimentaire et par conséquent, le gain de poids corporel a également été réduit. La
diminution du poids corporel chez les animaux traités avec 1’aflatoxine B1 peut étre due a ses
effets sur I'équilibre entre les circuits orexigénes et anorexigenes qui contrélent la boucle
homéostatique de régulation du poids corporel, conduisant a la cachexie (Rastogi et al., 2001a).
A cet égard, Abdel-Wahhab et al. (2006, 2010) ont montré que les rats traités avec I’AFB1 ont
présenté une diminution significative du taux de leptine. Une faible concentration de leptine est
généralement associée a des niveaux élevés de cortisol et d'IL-6 qui agissent ensemble pour
influencer la prise alimentaire, provoquant ainsi une perte de poids chez les patients atteints de
cancer du pancréas (Barber et al., 2004). Cette corrélation peut expliquer la diminution du poids
corporel observée chez les rats traités avec I’AFB1. Puisque la leptine et son récepteur sont les
acteurs clés de la régulation de I'équilibre énergétique et du contrdle du poids corporel (Yuan
et al., 2004).
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Figure 14: Effet de I’aflatoxine B; et de I’extrait de TP sur le poids corporel. Les
comparaisons sont effectuées par rapport au controle. **: p < 0.01
3.5.2 Evaluation parametres biochimiques
3.5.2.1 Marqueurs sériques du foie
Les effets de I'administration de 50 et 100 mg/kg de I'extrait méthanolique de T. polium
sur I'népatotoxicité induite par I'AFB1 chez les rats sont montrés dans la figure 15. Des activités
anormales des enzymes hépatiques chez les rats traités ont été observées et confirment ainsi les

dommages cellulaires causés par le traitement a I'AFB:1. En effet, le groupe expérimental traite
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a l'aflatoxine B a présenté une concentration sanguine statistiquement plus élevée de I'ALT,

I’A

ST et I’ALP par rapport aux valeurs du groupe témoin. Chez les rats prétraités avec I'AFBy,

I'extrait méthanolique de feuilles de T. polium (50 et 100 mg/kg) est capable de rétablir les

valeurs de ces enzymes marqueurs presque a leurs niveaux normaux (Figure 15).
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Figure 15: Effet de I’extrait méthanolique de TP sur les paramétres hépatiques des rats traités
par I’aflatoxine Bi. Les comparaisons sont effectuées par rapport au témoin. *: P< 0,05,
**: P <0.01, ***: P<0.001

L'aflatoxine B a été largement utilisée dans les modéles animaux pour induire des

ons hépatiques afin d’étudier les maladies de foie (Lee et al., 2007 ; Rudnicki et al., 2007 ;

Desai et al., 2012). La mesure du taux sérique de ces enzymes qui s'échappent des cellules

hépatiques lésées pour passer dans la circulation générale, est largement utilisée pour

déterminer I'étendue des Iésions hépatiques (Ramaiah, 2007). Le foie est la principale cible de

la toxicité de I'AFB;: et I'exposition chronique a de faibles doses d'aflatoxines dans les aliments

provoque un carcinome hépatocellulaire (Rushing et Selim, 2019).

Dans la présente étude, I'effet hépatoprotecteur de I'extrait de feuilles de T. polium est

bien établi dans des lésions hépatiques expérimentales causées par I'aflatoxine B1 chez les rats.
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L'intoxication a I'AFB; a significativement augmenté les niveaux sériques de I'ALT, I’AST et
I’ALP chez les rats traités par rapport au groupe contrdle. Plusieurs études antérieures ont
montré une augmentation de ces enzymes marqueurs suite a une exposition a I'AFB; (Eftekhari
et al., 2018; Rotimi et al., 2016). La libération de ces enzymes hépatiques dans le plasma est
considérée comme un signe biochimique évident de lésion hépatique ainsi qu'une défaillance
de la capacité fonctionnelle de la membrane cellulaire dans le foie (Sharmila Banu et al., 2009).
La co-administration de I'extrait méthanolique de feuilles de T. polium (50 et 100 mg/kg/j) avec
I'AFB: a significativement empéché I’apparition de ces Iésions en diminuant la fuite de ces
biomarqueurs enzymatiques dans le plasma. Ainsi, I'administration de I'extrait de T. polium a
amélioré de maniére significative l'intégrité physiologique des hépatocytes des rats traités,
entrainant la restauration des niveaux normaux de ces marqueurs.

L'efficacité des composés naturels dans la diminution des taux des enzymes hépatiques
sériques chez les rats exposés a I'AFB; a été rapportée dans plusieurs études. En effet, la
quercétine, la chlorophylline, le lupéol et la silymarine ont été capables d'améliorer I'intégrité
physiologique des hépatocytes de rats traités a I'AFB1 en normalisant le niveau de ces enzymes
dans le serum. L'action préventive de ces composés a été attribuée a leurs propriétés
antioxydantes (Choi et al., 2010; Costa et al., 2007; Kumar et al., 2012). D’autre part, Al-
Kubaisy et al. (2013), ont rapporté que les extraits de T. polium exercent un effet protecteur
significatif contre les lésions hépatiques ainsi que le stress oxydatif induit par le CCla, entrainant
une amélioration des parametres biochimiques sériques tels que I'ALT, I'AST, les protéines
totales et I'albumine. Cette étude indique que l'activité hépatoprotectrice des extraits de T.
polium est probablement di a ses propriétés antioxydantes en piégeant les radicaux libres
associés au CCla.
3.5.2.2 Marqueurs sériques des reins

Les effets de I'extrait méthanolique de feuilles de T. polium sur la fonction rénale chez
les rats traites par I'AFB1 sont mentionnés au niveau de la figure 16. Le traitement par AFB1 a
provoqué une augmentation significative des taux de la créatinine, de I'urée et de I'acide urique
sériques, alors que le traitement oral par I'extrait méthanolique de T. polium seul a montré des
valeurs comparables a celles du groupe contréle. Lorsque I'extrait de feuilles de T. polium a été
co-administré avec I'AFBy, il a éte constaté que les deux doses (50 mg/kg et 100 mg/kg) ont
significativement diminué les niveaux de créatinine, de l'urée et de I'acide urique par rapport

aux rats traités avec I'AFBy seul. Il est & noter que I'amélioration des niveaux de marqueurs
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rénaux par l'extrait de T. polium était plus efficace chez les groupes traités avec la dose
de100mg/kg qui a rétabli les niveaux de ces parameétres vers les valeurs normales.

Ces changements ont été associés a une diminution significative des concentrations de
protéines totales et de lI'aloumine dans le sérum des rats traités a I'AFB; par rapport au groupe
témoin. Cette diminution causée par I'AFB: a été totalement restaurée chez les rats qui ont subi
un traitement combiné (AFB: + extrait &8 50 mg/kg ou a 100 mg/kg). Chez ces groupes, I’ extrait
de T. polium a diminué les niveaux sériques de ces parametres vers leurs niveaux normaux du

controle (Figure 16).
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Figure 16: Effet protectif de I’extrait méthanolique de T. polium sur la fonction rénale chez les rats

traités par 1’aflatoxine B1. Les comparaisons sont effectuées par rapport au témoin.
** P<0.01, ***:P<0.001
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L'évaluation des taux de I'urée, de 1'acide urique et de la créatinine sont utilisés cliniquement
pour surveiller la fonction rénale (Gowda et al., 2010). 1l est connu que I'AFB; provoque des Iésions
rénales en raison de son accumulation dans le rein et conduit a une insuffisance rénale (Grosman et al.,
1983). Le trouble de I'excrétion rénale entraine des taux élevés de créatinine et d'acide urique
sériques en plus d'une augmentation du catabolisme protéique (Karabacak et al., 2015). Il a été
rapporté que le stress oxydatif favorise la formation d'une variété de médiateurs vasoactifs qui affectent
directement la fonction rénale en provoquant une vasoconstriction ou en diminuant le taux de filtration
glomérulaire (Garcia-Cohen et al., 2000). En outre, I’augmentation du taux de ’urée et la
réduction de la teneur des protéines totales et de 1’albumine indique un catabolisme protéique

élevé et/ou un dysfonctionnement rénal (Abdel-Wahhabet Aly, 2005).

ccl L'exposition a I'AFB: augmente la présence des ROS, ce qui entraine la

détérioration du systéme de défense antioxydant et des dommages oxydatifs dans les
reins (Naaz et al. 2014). La toxicité de I’aflatoxine altére les caractéristiques morphologiques et
physiologiques des reins par des modifications structurelles des tissus rénaux et des tubules et ainsi par
I'augmentation des niveaux de biomarqueurs sériques, notamment l'urée et la créatinine (Valdivia et al.,
2001). Teucrium polium est connue pour ses effets protecteurs des reins contre des toxines chimiques
telles que la CCl.. En effet, il a été rapporté que le prétraitement par gavage de 200 mg/kg de T. polium,
pendant 7 jours, améliore de maniere significative la clairance de la créatinine et de l'urée en réduisant
leurs taux sériques chez les rats traités par 4 (Rahmouni et al., 2019). L’extrait méthanolique de T. polium
a également montré sa capacité a protéger les reins contre les dommages oxydatifs et les changements
biochimiques induits par le cyclophosphamide. L'administration orale de cet extrait a considérablement
réduit I'élévation des cytokines anti-inflammatoires sériques, les paramétres de la fonction rénale, ainsi
gue les changements dans les tissus rénaux induit par le cyclophosphamide (Mansoury, 2020).
3.5.2.3 Le Profil lipidique

Les effets de I'extrait méthanolique des feuilles de T. polium sur le profil lipidique chez
les rats traités avec I'AFB1 sont présentés dans la figure 17. Les rats ayant recu I'AFB;1 ont
présenté des taux significativement plus élevés de cholestérol, de triglycérides et de LDL, tandis
que le HDL plasmatique a diminué d’une manicre significative apres l'injection d’/AFB;1 par
rapport au groupe contréle. Cependant, les rats ayant recu uniquement I'extrait de T. polium a
50 mg/kg et 100 mg/kg les taux de ces paramétres n'ont pas été modifiés par rapport au groupe
de rats témoins. En revanche, la co-administration de ces deux doses avec I’AFB1 a réduit les
niveaux de ces marqueurs lipidiques d’une maniere significative par rapport aux rats traités

seulement par I’AFB; en ramenant leurs valeurs a des taux normaux.
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Figure 17: Effet de I’aflatoxine et de ’extrait de T. polium sur le profile lipigiue chez les rats traités
par I’aflatoxine Bi. Les comparaisons sont effectuées par rapport au témoin. *: P< 0,05,

** P <0.01, ***: P <0.001

L'augmentation significative des taux de cholestérol et des triglycérides plasmatiques
induite par I'AFB; observée dans cette étude est en accord avec celle obtenue par EI-Nekeety et
al., (2011). Les auteurs ont attribué 1’élévation des niveaux de cholestérol et des triglycérides a
une obstruction biliaire et a une lésion hépatique aigué. Le faible taux de cholestérol chez les
animaux traités avec 1’extrait de T. polium seul ou en combinaison avec l'aflatoxine suggere
que cet extrait peut avoir des propriétés anti-athérosclérotiques et peut avoir un effet protecteur
contre le développement de maladies coronariennes (Morcos, 1997).

Dans une autre étude menée par Rasekh et ses collaborateurs (2011), des rats
hyperlipidémiques ont été traité avec I’extrait aqueux des parties aériennes de T. polium (100

et 150 mg/kg). L’extrait a induit une réduction significative et dose-dépendante du cholestérol
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et des triglycérides par rapport au controle. Cette action hypolipémiante a été attribuée aux
flavonoides et aux terpénoides de cette plante.
3.5.2.4 Parametres de stress oxydatif de foie et des reins

Les niveaux des biomarqueurs de stress oxydatif évalués dans le foie et les reins chez
les rats ayant recu différents traitements reportés au niveau des tableaux 5 et 6 montrent que le
traitement par I'AFB1 entraine des dommages cellulaires au regard de 1’altération de différents
marqueurs de stress. Le traitement de ces rats par 1’extrait de T. polium a eu un positif sur les
fonctions hépatiques et rénales. En effet, le niveau de MDA dans ces tissus a été
significativement augmenté chez les rats traités par I'AFB1 par rapport aux rats du groupe
contréle. L'administration de I’extrait de T. polium seul a diminué significativement le niveau
de MDA a la dose de 100 mg/kg. La combinaison de I'extrait méthanolique avec l'injection de
I'AFB1, aamélioré d’une maniere appréciable le niveau de ce marqueur en rétablissant sa valeur
a la normale.

Par ailleurs, une diminution significative des activités TAC, de GPx et de CAT a été
observée dans le foie et les reins suite a I'administration de I'AFB1. Cependant, une légere
augmentation des activités de ces paramétres a été observée chez les animaux traités avec 50 et
100 mg/kg de I'extrait méthanolique de T. polium seul. En outre, le co-traitement des rats avec
I'extrait & la dose de 100 mg/kg et I'AFB1 a permis de réajuster leurs valeurs a leurs limites

normales.

Tableau 5: Parametres de stress oxydatif dans le foie

Contréle 50 100 AFB; AFB; + 50 AFB; + 100

MDA \ 4452 +1,158  43,4+0,77% 40,80 £1,862 83,86 +0,59° 64,17 +0,42°¢ 50,06 +0,91¢

TAC \ 27,23+1,08% 28,99+0,55% 31,53+0,6° 14,28 +0,02¢ 19,13+0,26¢ 25,47 +0,512
GPx \ 213,88 +1,082 219,38+0,41% 224 +0,45" 147,39+3,06° 193,21+1,61¢ 210,84 +1,292

CAT \ 11,13+0,09% 11,33+0,16% 1224+0,1° 560+0,12¢ 9,5225+0,199 11,86+ 0,322

Tableau 6: Paramétres de stress oxydatif dans les reins

Contréle 50 100 AFB; AFB: +50 AFB;+100

MDA \ 40,46 +1,16% 39,33+0,63% 35,34+0,84° 63,76+1,75¢ 547+201¢ 41,45+0,44%

TAC \ 21,92 +0,41% 22,99+0,38% 2351+0,31° 12,63+0,42¢ 17,59+0,47¢% 23,53+0,262

GPx \ 212,91+1,482 213,8+0,71% 217,4+0,95% 110,4+1,12° 193,1+2,35¢ 204,1+2,08¢

CAT | 1157+0,3% 11,44+0,38% 12,26+0,13* 5735+0,21° 8,83+0,14° 12,41+0,33?

De ces resultats, il ressort que Il'administration de l'aflatoxine est a 1’origine de

I’altération significative du statut antioxydant hépatique et rénal a travers I'induction du stress

oxydatif dans le foie et les reins des rats (EI-Sayed Mostafa et al., 2021; Eraslan et al., 2017; Li
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et al., 2021). En effet il a été observé qu'il y avait une augmentation du taux de MDA et une
diminution des activités antioxydantes enzymatiques de GSH-Px et de catalase apres
I’administration de 1'AFB;1. Données qui confirment sans aucun doute les résultats de nos
travaux.

L'induction de la peroxydation lipidique (LPO) par I'AFB; est considérée comme l'une
des principales manifestations des dommages oxydatifs causés par les especes réactives de
I'oxygene et elle a été associée a des dommages aux membranes cellulaires et a I'inactivation
d'enzymes entrainant ainsi des dommages a I'ADN (Ameen Abdulmajeed, 2011). Le MDA est
un produit de dégradation majeur des acides gras insaturés membranaires qui est considéré
comme un marqueur important de la peroxydation lipidique (Tsikas, 2017). Pour cela, nous
avons estimé le niveau de MDA chez les rats expérimentaux afin d’évaluer le degré de
peroxydation lipidique. Dans notre étude, l'augmentation significative des niveaux de MDA
observés dans le foie et les reins des rats intoxiqués par I'AFB1 semble étre causée par les
niveaux accrus de ROS résultant des conditions de stress chez les rats traités. D’autre part, il
est bien connu que la catalase et le GSH-Px jouent un r6le fondamental dans la protection contre
I'effet délétere des ROS sur les acides gras polyinsaturés et les protéines structurelles de la
membrane plasmique (Vipin et al., 2017). La baisse significative des activités de ces enzymes
peut étre liée soit a l'effet inhibiteur de I'AFB1 sur ces enzymes, soit a leur consommation lors
de la dégradation des niveaux élevés de H20. produits a I'intérieur des cellules au cours du
catabolisme de I'AFB;1. La consommation des stocks de glutathion du foie et I'affaiblissement
de la synthése du glutathion induit par I'AFB1 peuvent également étre une raison susceptible
d’entrainer la diminution de I'activité de GSH-Px (Eraslan et al., 2005)

Les rats intoxiqués par I'AFB1 et ayant recu I’extrait méthanolique de T. polium (50 et
100 mg/kg) ont montré une diminution significative du niveau de MDA et une amélioration de
I'activité de la catalase et du GSH-Px. La diminution du MDA chez ces rats indique que cet
extrait atténue la peroxydation lipidique grace a son puissant effet antioxydant, qui est important
pour eliminer les ROS et les intermédiaires réactifs formes lors du métabolisme de I'AFB; via
le systeme cytochrome. De nombreuses études antérieures ont montré que T. polium présentait
une forte activité antioxydante qui peut étre attribuée a leur contenu en composés
polyphénoliques (De Marino et al., 2012; Stankovic et al., 2012; Sharififar et al., 2009). Ainsi,
il apparait que I'extrait de T. polium est a I’origine de cet effet protecteur en réduisant la toxicité
de I'AFB; sur le foie et les reins par la diminution du stress oxydatif et par I'amélioration des

systemes de défense antioxydants.
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3.5.2.5 Dosage des marqueurs tumoraux

Le traitement par I'AFB1 a provoqué une augmentation significative des taux du facteur
de nécrose tumorale TNF-a, de l'alpha-feetoprotéine (AFP) et de l'antigéne carcino-
embryonnaire (CEA) (Figurel8). Le traitement des rats par I’extrait au doses de 50 et 100 mg/kg
n’a pas entrainé une modification significative des niveaux des TNF-a et de CEA a I'exception
de ’AFP qui a diminué de maniére significative chez les rats traités avec a la dose de 100
mg/kg. De plus, la co-administration de I'extrait (50 et 100 mg/kg) avec I'AFB1 a provoqué une
réduction significative des niveaux de ces parametres en comparaison avec les niveaux élevés

chez les rats intoxiqués.
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Figure 18: Effet de I’aflatoxine et de I’extrait de T. polium sur les taux des marqueurs tumoraux chez
les rats traités par 1’aflatoxine B1. Les comparaisons sont effectuées par rapport au témoin.
*** P <0.001

Au regard des résultats obtenus, I'intoxication aigué des rats par 1’aflatoxine B1 a induit
une augmentation significative des niveaux sériques de TNF-a, de I’AFP et de CEA, resultats
en conformité avec ceux obtenus par Abdel-Wahhab et al. (2010), qui ont établi la méme allure
des valeurs. Il a été suggéré que les mécanismes de toxicité et de cancérogénicité de I'AFB1
sont principalement dus a la formation du métabolite intermediaire AFB1-ex0-8,9 époxyde
(AFBO). Ce composé trés actif est capable de réagir avec différentes macromolécules
cellulaires telles que les protéines, les acides nucléiques et les phospholipides, entrainant ainsi
des perturbations métaboliques et genétiques (Benkerroum, 2020). En plus de la formation
d’AFBO, d'autres rapports ont suggeré un autre mécanisme de toxicité de I'AFB; via l'induction
du stress oxydatif qui conduit a une génotoxicité, une immunotoxicité et une toxicité de I'ADN

génomique (Marin et Taranu, 2012).
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L'AFP et la CEA sont considérés comme des biomarqueurs spécifiques du cancer du
foie et ils sont synthétisés principalement au stade feetal et leur production est pratiquement
nulle chez I'adulte normal. Cependant, lorsque certaines cellules adultes sont transformées en
cellules canceéreuses, la synthese de I'AFP et du CEA reprend de nouveau (Abdel-Wahhab et al.
2006).

Le taux d'AFP est le biomarqueur sérologique le plus utilisé pour la détection précoce
du carcinome hépatocellulaire (CHC) (Li et al. 2019). La mesure de I'AFP sérique peut donc
étre utile comme marqueur sensible pour la détection précoce du carcinome hépatocellulaire
récurrent, avant méme que les symptémes cliniques ne soient évidents (Malati, 2007). La CEA
est aussi utile dans I'évaluation préopératoire des patients présentant des métastases colorectales
hépatiques pour évaluer le pronostic, et est complémentaire a I'historique et aux examens
physiques dans le diagnostic des métastases hépatiques (Campos-da-Paz et al., 2018).

Le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-alpha) est une cytokine multifonctionnelle
associee a la fois aux processus de mort cellulaire et a la prolifération cellulaire (Montfort et
al., 2019). La dérégulation de I'expression du TNF dans le microenvironnement tumoral semble
favoriser I'invasion, la migration et les métastases des tissus cellulaires tumoraux (Salvatore et
al., 2016). Il a été suggeéré que le TNF-a contribue a la progression de plusieurs types de cancer,
y compris le cancer du foie (Jing et al., 2018).

Cette étude a bien etabli que le traitement des rats 1’extrait d’'une maniére concomitante
avec ’aflatoxine a induit diminution significative des marqueurs tumoraux mis en évidence.
Cette activité anticancéreuse de I'extrait de T. polium peut étre liée a I'inhibition possible de
I'augmentation du taux de TNF-a et donc a la prévention des processus pathologiques tels que
I'inflammation chronique état causale de la malignité cellulaire liée probablement a cette
cytokine (Movahedi et al., 2014).

3.5.2.6 Génotoxicité
a) Test de micronoyaux

L’intoxication des rats par 1'AFB: a induit une augmentation du pourcentage de
polychromatiques micro-nucléés (MNPCES) (0,91% contre 0,26% pour le groupe témoin) dans
les cellules de la moelle osseuse (Figure 19). Le traitement de ces rats par 1’extrait aux doses de
50 et 100 mg/kg n'a pas engendré de maniére significative 1’augmentation de pourcentage de
MNPCEs qui sont légérement inférieur & celui du contréle de 1’ordre de 0,23% et 0,25%
respectivement. Le co-traitement des rats au mémes doses avec I'AFB: a permis de diminuer

d’une maniére significative le pourcentage de MNPCEs a 0,39% et 0,28%, respectivement par
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rapport au groupe traité a I'AFB1 seul. A noter qu’aucun effet prononcé n'a été évalué sur le

ratio (PCE/ (PCE+NCE)) de cytotoxicité dans tous les groupes expérimentaux.
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Figure 19: Effet de I'extrait de T. Polium et de I'AFB; sur l'apparition de MNPCEs dans les cellules
de moelle osseuse de rat. Les données sont exprimées en pourcentage moyen+E.S. Dans
chaque série, les données avec des lettres différentes ont une signification statistique
(p<0,05).

b) Test des comeétes

L’intoxication des rats par AFB1 a entrainé une augmentation significative des valeurs
de moment de la queue (TM), de I'Olive Tail Moment (OTM) et du pourcentage d’ADN de la
queue (16,30 % contre 8,97 % dans le groupe témoin) (tableau 7 et figure 20). Le traitement
des rats avec I’extrait de T. polium avec 50 et 100 mg/kg n'a montré aucun effet évident sur le
pourcentage d'’ADN de la queue (8,26 % et 8,77 %, respectivement), de TM et de I'OTM par
rapport au groupe témoin. Le traitement combiné par ces deux doses avec I'AFB1 a permis de
réduire d’une maniére significative le pourcentage d’/ADN de la queue de 12,34 % et 10,68 %

par rapport au groupe traité par I'AFB1 seul.
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Tableau 7: Effet de I’extrait de T. polium sur la formation de la queue de cométe dans les cellules de
la moelle osseuse de rats traités a I'aflatoxine B

Groupes % ADN de la ™ OT™M
queue
Moy % + SE Moy % + SE Moy % + SE

Controle Négatif 8.97 +0.13? 0.23+0.012 0.96 + 0.042
T. polium (50) 8.26 £ 0.332 0.23+0.03? 0.99 + 0.06°
T. polium (100) 8.77 £ 0.26° 0.25 +0.02? 0.98 £ 0.042
AFB: (80 pg/kg) 16.30 £ 0.47¢ 0.69 + 0.03¢ 1.55 + 0.04¢
AFB1 + T. polium (50) 12.34 £ 0.34° 0.58 + 0.04° 1.33+0.03°
AFB: + T. polium (100)  10.68 +0.25° 0.42 £ 0.04° 1.22 +0.04°

La somme de 1000 cellules (200 cellules/rat) a été analysée a l'aide du logiciel automatic comet score™.

Dans chaque colonne, les données avec des lettres différentes ont une signification statistique (P< 0,05).

Figure 20: Photomicrographies de fluorescence de cellules de moelle osseuse de rat traitées par

Pextrait de T. polium et PAFB1. (a) des cellules intactes ; (b-f) différents modéles de

formation de queue de cométe (pouvoir d'agrandissement original, 400x)

Les tests de micronoyaux (MN) et de cometes sont des tests génétiques treés sensibles
qui sont utilisés dans I'évaluation de la sécurité preclinique et pour I'évaluation des agents
dangereux ayant un risque génétique pour les étres humains. Les MN résultent de cassures
chromosomiques ou de pertes chromosomiques dans les érythroblastes au cours de la division
mitotique. Ces MN peuvent étre visualisés dans le cytoplasme comme des corps extranucléaires
allant de 1/5 a 1/20 du diamétre de 1I’érythrocyte polychromatique (PCE). Le test des cométes
peut étre visualisé par la migration accrue des produits de I'ADN cassés sous forme d’une queue

de cométe (Araldi et al., 2015). Dans cette étude, I'administration orale de I'AFB; a entrainé une
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génotoxicité qui se traduit par I'augmentation des niveaux de MNPCE et la formation des
queues de cométe dans la moelle osseuse des rats. Ces résultats concordent avec les études in
vivo et in vitro dans lesquelles I'AFB: induit des aberrations chromosomiques, des micronoyaux
et des échanges de chromatides sceurs (Abdel-Wahhab et al., 2020b). En effet, comme
mentionné ci-dessus, I'AFB1 exerce sa génotoxicité a travers la liaison covalente entre
I'intermédiaire réactif (AFB1-8,9-oxyde, AFBO) et la molécule d'ADN au niveau de I'atome Ny
d'un résidu de guanine. Cette liaison entraine la formation de lésions de I'ADN comme suit : (1)
adduit trans-8, 9-dihydro-8-(N’-guanyl)-9-hydroxy-AFB1 (AFB1- N’-gua) trés instable ; (2) site
apurinique (AP) résultant de la dépurination de la charge positive dans I'anneau imidazole de
l'adduit AFB1-N’-gua ; et (3) les adduits AFB1 formami-dopyrimidine (AFB-FAPY) résultant
de I'ouverture de I'anneau imidazole de I'adduit AFB1-N’-gua, dans des conditions Iégérement
alcalines.

Toutes ces lésions sont les principaux précurseurs de I'effet génotoxique de I'AFB; et
sont éliminées par la voie de réparation par excision des nucléotides (Benkerroum, 2020 ;
McCullough et Lloyd, 2019). De maniére surprenante, I'administration orale de I'AFB1 n'a pas
modifié le taux de prolifération des érythroblastes, confirmant I'absence de sa cytotoxicité dans
les cellules de la moelle osseuse des rats. De méme, le traitement a 'AFB1 (0,25 -1 mg/kg) n'a
pas modifié le rapport PCE/NCE dans les cellules de la moelle osseuse (Escobar et al., 2019).
Il semble donc que la cytotoxicité de I'AFB: soit basée sur la dose, la période d'exposition, la
voie de traitement, I'organe cible et le degré de génotoxicité (McCullough et Lloyd, 2019).

Dans notre étude, I'administration orale répétée de deux semaines de deux doses d'extrait
de T. polium a montré une génotoxicité négative dans le test de MN et le test des cometes sur
des cellules de moelle osseuse de rat. Notre étude montre que T. polium a efficacement atténué
les niveaux élevés de MNPCE et les parameétres de la queue de cométe induits par I'AFB1 dans
les cellules de la moelle osseuse du rat. Ces résultats sont en accord avec des rapports précédents
qui indiquent que les espéces de Teucrium (T. polium, T. scordium, T. chamaedrys, et T.
montanum) possedent une activité antimutagéne, basee sur le micronoyau et I'échange de
chromatides sceurs dans les lymphocytes du sang périphérique humain contre des médicaments
cytotoxiques (Yuksel et al., 2019). De méme, I'extrait aqueux de cette plante a des doses de 200
et 250 mg/kg inhibe I'apparition d'aberrations chromosomiques et I'échange de chromatides
sceurs induits par le tétrachlorure de carbone dans la moelle osseuse de rat (Rahmouni et al.,
2018). Ces données ont confirmé que l'activité inhibitrice du T. polium est attribuée a I'activité

antioxydante de ses composés polyphénoliques, monoterpéniques et sesquiterpéniques qui
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piégent 'AFBO avant d'attaquer les macromolécules et d'induire un stress oxydatif et des
dommages a I'ADN. D'apres notre analyse HPLC, la caféine, l'acide ellagique, I'acide
coumarique, la vanilline, la naringénine, le gallate de propyle, la quercétine et la cinnamique
étaient les principaux constituants de l'extrait de T. polium. Ces composés préviennent
indirectement le stress oxydatif par deux voies principales : (1) la suppression des enzymes de
phase | CYP450 qui sont responsables de la bioactivation de I'AFB;1 en métabolites hautement
réactifs (Peterson et al., 2006) ; (2) la stimulation des enzymes métaboliques de phase II
responsables de la détoxification des mutagénes (Baali et al., 2016).
c) Effets sur PARNmM des genes des cytokines pro-inflammatoires dans le foie

L'effet de I'AFB1, de I’extrait de T. polium et de leur combinaison sur I'expression des génes
pro-inflammatoires en mesurant I'expression des génes du facteur de nécrose tumorale alpha
(TNF-a), de l'interleukine-1 béta (IL-1B), de l'interleukine-2 (IL-2) et de I'interleukine-6 (I1L6)
dans les tissus hépatiques a l'aide de la RT-PCR est illustré dans les figures (21-24). Les
résultats ont montré une augmentation significative du niveau dARNm de I’'IL-18, I’I1L-2, I’I1L6
et le TNF-o dans le groupe trait¢ par I’AFB1 par rapport au groupe témoin (p < 0,05).
L'administration de 1’extrait de T. polium seul avec les deux doses a entrainé une augmentation
non significative des niveaux de tous les génes pro-inflammatoires testés par rapport au groupe
témoin. De facon intéressante, le co-traitement par I’AFB; et I’extrait de T. polium aux deux
doses a montré un effet inverse sur l'augmentation induite par I'AFB1 en provoquant une
diminution significative des niveaux d'expression des génes testés : IL-1p, IL-2, IL6 et TNF-a

par rapport au groupe traité par I'AFB1.
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Figure 21: Effet de I'AFB1, de ’extrait et de leur combinaison sur les niveaux d'expression du gene
TNF-o dans le foie de rat. Les résultats sont présentés par la moyenne + SEM de dix
échantillons. Les moyennes portant des lettres différentes sont significativement différentes
aP<0,05
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Figure 22: L'effet de I'AFB3, de ’extrait de et de leur combinaison sur les niveaux d'expression
du géne IL-1p dans le foie de rat. Les résultats sont présentés par la moyenne £ SEM
de dix échantillons. Les moyennes portant des lettres différentes sont significativement
différentes a P< 0,05
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Figure 23: Effet de I'AFB3, de I’extrait et de leur combinaison sur les niveaux d'expression du géne
IL-2 dans le foie de rat. Les résultats sont présentés par la moyenne £ SEM de dix
échantillons. Les moyennes portant des lettres différentes sont significativement différentes

aP<0,05
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Figure 24 : Effet de I'AFBy, de I’extrait et de leur combinaison sur les niveaux d'expression du géne IL-
6 dans le foie de rat. Les résultats sont présentés par la moyenne + SEM de dix échantillons.
Les moyennes portant des lettres différentes sont significativement différentes a P< 0,05.

d) Effet sur I'expression du facteur (Nrf2) et de I'oxyde nitrique inductible dans le foie
Afin de déterminer les effets de I’extrait de T. polium sur I'expression du facteur de
transcription : nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) et de I'oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS) chez les rats exposés a I'AFB1, une analyse PCR semi-quantitative a été
réalisée dans la présente étude. Les résultats ont révélé que le traitement par AFB; a induit une
régulation négative de I'expression de Nrf2 accompagnée d'une régulation positive de celle de
I’iINOS (p < 0,05, Figures 25 et 26), par rapport au témoin. Le traitement avec 1’extrait seul de
T. polium (50 mg/kg) a diminué de maniére significative I'expression de 'ARNm de Nrf2 et a
augmenté I'expression de I'ARNm de I'INOS. Cependant, la dose élevée de T. polium (100
mg/kg) n’a pas affecté I'expression de ces deux génes. D’autre part, le co-traitement avec
I’AFB; et ’extrait a induit une amélioration significative de I'expression de 'ARNm des genes

testés (Figures 25 et 26).
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Figure 25: Effet de I'AFB, de I’extrait et de leur combinaison sur les niveaux d'expression du géne Nrf2
dans le foie de rat. Les résultats sont présentés par la moyenne + SEM de dix échantillons.
Les moyennes portant des lettres différentes sont significativement différentes a P< 0,05
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Figure 26: Effet de I'AFB1, de I’extrait et de leur combinaison sur les niveaux d'expression du geéne
iINOS dans le foie de rat. Les résultats sont présentés par la moyenne + SEM de dix
échantillons. Les moyennes portant des lettres différentes sont significativement différentes
aP<0,05

Les résultats obtenus ont clairement indiqué que I'AFB1 a perturbé I'expression de
I'ARNmM des cytokines qui sont des médiateurs cruciaux de la fonction immunitaire et de la
réponse inflammatoire. Les cellules T et B ainsi que les macrophages sont les principales cibles
de plusieurs mycotoxines, dont I'AFBi1, qui peuvent étre immunosuppressives ou
immunostimulantes (Reddy et al., 2018). Il a été rapporté que les mycotoxines peuvent
augmenter (Choi et al., 2013 ; Lessard et al., 2015) ou réduire les niveaux d'/ARNm des
cytokines inflammatoires (Choi et al., 2013 ; Ghareeb et al., 2013). Dans notre étude,
I'administration d'AFB; a augment¢ 1'expression de I'ARNm de I’IL-1p, I'IL-2, I’IL6 et de TNF-

a. Ces données sont cohérentes avec des résultats précédemment rapportés qui ont suggéré que
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I'AFB: augmente I'expression de I'ARNm des cytokines pro-inflammatoires (Qian et al., 2014).
En outre, une étude antérieure a indiqué que I'effet de I'AFB1 sur ces cytokines inflammatoires
dépend de la durée d'exposition, de la dose, de I'espece animale, de la sensibilité des tissus ainsi
que des autres conditions expérimentales (Hou et al., 2022). Par conséquent, lI'augmentation de
I'expression de I'ARNmM des cytokines pro-inflammatoires signalée ici peut étre attribuée a la
suppression des cytokines pro-inflammatoires induite par I'AFB1. Dans le méme contexte, on a
constaté que I'AFB1 augmente I'expression de 'ARNm de NF-«B, IkB-a, TNF-a, IL-6 et IL-
1B, ce qui entraine une réponse inflammatoire remarquable dans le tissu hépatique (Guo et al.,
2022). En outre, Long et al. (2018) ont déclaré que I'administration de I'AFB1 (100 pg/kg)
augmente significativement I'expression protéique de TNF-a, de I’'IL-1p et de I’'IL-6 dans le
tissu de la rate des souris, ce qui confirme la toxicité immunitaire de I'AFB1 (Pelyhe et al., 2018).
Ces auteurs ont confirmé que I'AFB; active la voie de signalisation NF-«xB entrainant ainsi une
réponse inflammatoire. En outre, le TNF-a est reconnu comme la cytokine pro-inflammatoire
la plus importante qui contribue a I'activation de NF-kB, induisant l'expression de 1’IL-6, I’IL-
1B et I'iINOS, ainsi que d'autres médiateurs inflammatoires (Rajendran et al., 2018).

Par conséquent, les résultats actuels indiquent que I'AFB; a favorisé I'expression de
I'ARNmM des facteurs inflammatoires (IL-6, IL-1p et TNF-a) et des médiateurs inflammatoires
(iNOS), de maniére similaire aux résultats rapportés précédemment (Gao et al., 2021). D'autre
part, I'AFB1 a provoqué une baisse de I'expression de I'ARNm de Nrf2, qui fonctionne comme
un récepteur activeé par les xénobiotiques (XAR) pour la régulation de la réponse adaptative aux
oxydants et aux électrophiles (Ma et He, 2012). Ces résultats concordent avec des études
précedentes qui indiquent que I’Nrf2 joue un réle critique dans la régulation du stress oxydatif
et confirment que la réponse antioxydante dépendante de Nrf2 est un facteur contribuant a
I'activité hépato-protectrice (Guo et al., 2018). En plus, I’Nrf2 joue un réle direct dans
I'augmentation de la résistance a l'apoptose grace a son role dans I'induction de I'expression de
Bcl-2 (Niture et Jaiswal, 2012). L'administration conjointe de I'AFB; et de I’extrait de T. polium
régule I'expression de 'ARNmM des génes testés, ce qui suggére que cet effet protecteur est
controlé par un mécanisme dépendant de Nrf2, de méme que la diminution de I'expression de
I'ARNmM de I'iINOS, qui peut étre considérée comme un autre mécanisme du role protecteur de

I’extrait de T. polium.
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3.5.3 Analyse histologique

L'examen histologique de la section hépatique des rats témoins a montré une structure
histologique normale, des hépatocytes distincts réguliers avec des espaces sinusoidaux disposés
radialement autour de la veine centrale (Fig. 27). La section du foie des rats traités avec I’extrait
de T. polium aux doses de 50 et 100 mg/kg a montré une structure histologique normale des
hépatocytes et des sinusoides sanguins (Fig. 28 et 29). L'examen des coupes de foie des rats
traités avec I'AFB1 a montré une dégenerescence des hépatocytes, une vacuolisation du
cytoplasme, une nécrose éosinophile, une veine centrale congestionnée et une fibrose autour de
la zone portale (Fig. 30). Cependant, I'examen des sections du foie des rats traités avec la
combinaison AFB;-extrait aux deux doses a montreé la restauration de I'architecture normale du

foie, de la veine centrale, des hépatocytes, de la zone portale et des sinusoides (Fig 31a, b).

Figure 27: Photomicrographie d'une coupe du foie des rats témoins montrant une structure
histologique normale, des hépatocytes réguliers et distincts avec des espaces

sinusoidaux disposés radialement autour de la veine centrale.
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Figure 28: Photomicrographie d'une section du foie des rats traités avec 50 mg/kg de 1’extrait
de T. Polium montrant une structure histologique normale des hépatocytes et des
sinusoides sanguins.

Figure 29: Photomicrographie du foie des rats traités avec 100 mg/kg de I’extrait montrant des
hépatocytes normaux autour de la zone portale (PT).

Figure 30: Photomicrographies de sections de foie de rats traités avec I'AFB;
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Figure 31: Photomicrographies de sections de foie de rats traités avec (a) AFB; plus I’extrait a 50
mg/kg et (b) AFB: plus I’extrait a 100 mg/kg.

Les altérations histologiques du tissu hépatique induites par I'AFB: confirment les
résultats biochimiques précédemment obtenus qui ont induit une degénérescence des
hépatocytes, une vacuolisation du cytoplasme, une nécrose, une veine centrale congestionnée
et une fibrose. Des résultats similaires ont été obtenus par des travaux antérieurs, qui ont montré
que I'administration de I'AFB; induit une hyperplasie du canal biliaire et une fibrose autour de
la zone portale (Abdel- Latif et al., 2017 ; Ali et al., 2021). Nos observations suggérent que
I'AFB: est extrémement hépatotoxique et declenche plusieurs altérations histologiques dans le
tissu hépatique similaires a celles rapportées dans la littérature et confirment que le foie est le
principal organe cible de la toxicité de I'AFB: (Abdel-Wahhab et al., 2015 ; Li et al., 2018 ;
Fouad et al., 2019).

Des études antérieures ont démontré le r6le puissant des antioxydants provenant de
différentes sources telles que les plantes pour diminuer le risque d'hépatotoxicité et de toxicité
rénale causée par I'exposition aux aflatoxines (Eftekhari et al., 2018 ; Wang et al., 2019). Dans
notre étude, I'administration de 1’extrait de T. polium seul avec les deux doses n'a pas affecté de
maniere significative la structure histologique normale des hépatocytes, ce qui suggere
I'innocuité de I'extrait et de ses composés phytochimiques comme il a été confirmé dans les
études antérieures (Alreshidi et al., 2020 ; Noumi et al., 2020 ; Rahmouni et al., 2022). En outre,
I'administration concomitante de 1’extrait avec 1’AFB1 a amélioré la structure histologique du
tissu hépatique chez les rats. Ces résultats confirment I'effet hépatoprotecteur de T. polium aux

doses utilisées qui sont trés loin de la DLso de la plante établie chez les rats et les souris avec
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des valeurs de 1’ordre de 8 et 16 g/kg de poids corporel, respectivement. (Rasekh et al., 2005 ;
Meguellati et al., 2019).
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Conclusion

Les travaux ayant fait 1’objet de cette étude ont permis d’établir que les extraits de T. polium
sont riches en composés polyphénoliques avec des profiles qualitatifs tres intéressants marqueés
par la présence de trois principaux flavonoides par ordre d’abondance décroissant, la
naringénine, la quercétine et I’acide ellagique.

Dans un premier temps, nous avons établi in vitro diverses activités biologiques
particulierement 1’activité antioxydante et cytotoxique. Des résultats obtenus au niveau de
I’activité antioxydante, il ressort que ces extraits présentent une capacité de piégeage trés
appréciable sur deux types de radicaux (DPPH, de I'ABTS). Ce méme effet est aussi obtenu
avec les tests de chélation de métaux (CUPRAC) et le test de pouvoir. Au niveau de 1’étude
cytotoxique, il semble que les extraits testés ont inhibé la prolifération des cellules MCF-7
d’une maniére dose-dépendante avec des ICso appréciables pour les extraits méthanolique,
éthanolique et aqueux.

Dans une seconde étape, les travaux ont été focalisés sur I’établissement de divers effets,
in vivo, de I’extrait méthanolique sur le poids corporel, les bilans hépatique et rénal, le profile
lipides, les marqueurs tumoraux et la génotoxicité des rats préalablement intoxiqués par
I’aflatoxine Bi.

L’extrait de T. polium a amélioré de maniere significative le poids corporel chez les rats
prétraités avec I’AFB1. De plus, cet extrait aux doses de 50 et de 100 mg/kg a montré des
activités hépato et néphro-protectrices en rétablissant les valeurs des marqueurs sériques du foie
(PALT, I’AST et I’ALP) et des reins (la créatinine, I'urée et I'acide urique). Ces marqueurs ont
été restauré presque a leurs niveaux normaux. Concernant le profile lipidique, le traitement des
rats par 1’extrait a réduit d’une maniére significative les niveaux du cholestérol, de TG et de
LDL et il a amélioré le taux de ’HDL. Un effet positif de I’extrait sur le statut oxydatif a été
également démontré apres son administration chez les rats intoxiqués par I’AFB1. En effet, les
niveaux des biomarqueurs de stress oxydatif évalués dans le foie et les reins (MDA, TAC, GPx
et CAT) ont eté rétablis a leurs limites normales. En outre, une activité anticancéreuse de
I'extrait de T. Polium a été bien établie en diminuant les taux des marqueurs tumoraux (AFP,
CEA et TNF o) d’une maniere significative chez les rats intoxiqués.

De plus, la génotoxicité induite par I’AFB; a été diminuée par I’extrait de T.polium d’une
maniére significative ou le pourcentage de MNPCEs a 0,28% et de I'ADN de la queue a 10,68
% sont réduits en utilisant les tests de micronoyau de des comeétes respectivement. De méme,

les resultats obtenus montrent que cet extrait semble avoir un effet régulateur sur I’expression
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de ’ARNm des geénes des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL-2, IL6) dans les
tissus hépatiques. A la lumiére de ces reésultats, obtenus il apparait que 1’extrait de T.polium est
trés efficace pour prévenir les 1ésions induites par 1’aflatoxine B1 chez les rats en restaurant a la
fois les niveaux des marqueurs biochimiques du foie et des reins ainsi que le statut
oxydant/antioxydant qui est a I’origine du rétablissement de la morphologie histologique de ces
organes.

Ces résultats sont d’une trés grande importance et justifient 1’usage médicinales de
Teucrium polium comme source de substances bioactives douées de différentes activites
pharmaco-biologiques antioxydante, antiinflammatoire, antiproliferative, hepato et
néphroprotectrice et dépourvue de toute cytotoxicité. Toutefois ces résultats doivent étre

approfondie dans la perspective d’utiliser cette plante dans la phytomédicine.
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