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Introduction

INTRODUCTION

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des
plantes. Aujourd'hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs propriétés
curatives. A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I'utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques medicinales paraissent étranges et
relevent de la magie, d'autres au contraire semblent plus fondées, plus efficaces. Pourtant,
toutes ont pour objectif de vaincre la souffrance et d'améliorer la santé des hommes. Les
recherches en phytothérapie, donc, sont d’une utilit¢ majeure ; elles permettent de définir

I’efficacité et I’innocuité de ces plantes largement et parfois quotidiennement utilisées.

Selon les estimations de I'Organisation mondiale de la santé (OMS, 2002) plus de 80 % de la
population en Afrique utilisent encore la médecine traditionnelle pour répondre a leurs
besoins de soins et de santé sans distinguer ’efficace du nocif. La toxicité des produits
chimiques, le colit élevé des médicaments chimiques, 1’¢éloignement et/ou I’insuffisance des
centres de santé surtout en milieu rural qui limite une prise en charge véritable des problémes

de santé publique, tous ont favorise le recours a cette pratigque.

L'Algérie ne fait pas exception et l'utilisation des plantes médicinales en médicine
traditionnelle dans le traitement de différentes maladies s'est développée de maniére
spectaculaire. Les cas de toxicité liés a l'utilisation de ces plantes reconnues médicinales ne
cessent d'augmenter. De nombreux extraits de plantes ont montré une activité biologique,
entre autres, les aliments et les produits d'origine végétale sont une source riche d'une variété
de composés biologiquement actifs. Ces composés sont des métabolites secondaires impliqués
dans des fonctions écologiques pour améliorer la survie des plantes au cours des stress
environnementaux (Winkel-Shirley, 2002). lls possédent des activités biologiques diverses,
notamment un potentiel antioxydant. Parmi ces métabolites citons les polyphénols que l'on
trouve en abondance dans les fruits et légumes. Ce sont des composés bioactifs avec des

propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Surh et al, 2001).

Si les plantes sont faciles a utiliser, certaines d'entre elles sont d'un emploi souvent délicat et
peuvent présenter des effets secondaires plus ou moins néfastes pouvant dans certains cas
entrainer la mort. L’intoxication liée aux plantes se fait généralement par I’ingestion directe
des plantes. Dans la majorité des cas I’individu utilise une plante qu’il croit comestible ou
qu’il percoit comme bénéfique pour sa santé. Il est donc indispensable de connaitre la

composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur I'organisme.
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L’¢équipe de Recherche « Evaluation de [D’efficacité des molécules pharmacologiques &
développement de stratégies thérapeutiques alternatives » au sein du Laboratoire de
Recherche « Santé & Production Animales » a I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire
d’Alger ¢étudie la toxicité et les activités biologiques d’extraits d’un grand nombre de plantes
de la flore algérienne dont Cytisus triflorus, utilisé traditionnellement sous forme de
cataplasme ou en infusion pour traiter diverses pathologies et favoriser la cicatrisation des
plaies; ses activités anti fongique, antibactérienne, et cicatrisante ont été précédemment

démontrées au laboratoire par Guenane et Brahimi en 2016.

Le présent mémoire a eu par conséquent pour objectif, I’étude de la toxicité aigiie par voie
orale et cutanée d’un extrait acétonique de Cytisus triflorus d’une part, et la détermination de

ses teneurs en composés phénoliques d’autre part.

Pour ce faire, le présent manuscrit est articulé en deux parties :

Une premiére partie bibliographique, consacrée a une mise au point bibliographique

synthétique sur Cytisus triflorus et la toxicité des extraits végétaux notamment ;

Une seconde partie pratique, a porté sur 1’étude de la toxicité orale et cutanée aigues de
I’extrait acétonique Cytisus triflorus sur animaux entiers ainsi que la détermination de sa
teneur en polyphénols. Le matériel utilisé, les méthodes adoptées lors de 1’étude

expérimentale y sont détaillés et les résultats obtenus présentés et discutes.
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. Toxicologie

La toxicologie est une discipline scientifique qui étudie les toxiques, leurs propriétés, leur
devenir dans 1’organisme, leur mode d’action, leur recherche dans différents milieux et des

moyens (préventifs curatifs) permettant de combattre leur nocivité.
A. Définitions & notions sur la toxicité (Viala, 2007)
1. Définitions
1.1 Xénobiotique

Le terme xénobiotique désigne une «substance étrangére», c’est-a-dire extérieure a
I’organisme, par opposition aux composants endogénes. Les xénobiotiques comprennent les
médicaments, les produits chimiques industriels, les poisons naturels et les polluants

environnementaux
1.2 Toxique - Poison -Intoxication Empoisonnement

Une substance est toxique lorsque, aprés pénétration dans 1’organisme, par quelque voie que
ce soit, a une dose relativement élevée en une ou plusieurs fois trés rapprochées ou par petites
doses longtemps répétées, elle provoque, immédiatement ou a terme, de fagon passagére ou
durable, des troubles d’une ou de plusieurs fonctions de 1’organisme, pouvant aller jusqu'a
leur suppression compléte et amener la mort (Fabre et Truhaut, 2007) . Cette définition
permet déja de distinguer des phénomeénes de toxicité aigué ou subaigue et des effets de

toxicité a long terme, dites chronique.

Le terme de Poison est un synonyme de toxique, de méme qu’intoxication est synonyme
d’empoisonnement. L usage semble cependant attribuer un sens plus général au terme toxique
et intoxication. Comme 1’écrivait Paracelse au 16° siécle « aucune substance n’est un poison
en elle-méme, c’est la dose qui fait le poison ». Ainsi un medicament exerce une action

thérapeutique a une certaine dose et une action toxique voire mortelle a dose plus élevée.
1.3 Toxicocinétique

La toxicocinétique inclut les phénomeénes d’absorption, de distribution tissulaire, de
métabolisme et d’excrétion des xénobiotiques. Elle permet de déterminer la quantité de
substance toxique susceptible d’atteindre sa cible et de préciser sous quelle forme (compose

initial ou métabolites) elle y parvient.
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1.4 Toxicodynamique
La toxicodynamie examine plus particulierement I’interaction du xenobiotique avec sa cible et
I’effet toxique que cela produit. L’effet toxique sera d’autant plus important que la forme
toxique d’un xénobiotique est capable d’atteindre la cible et que cette derniere est sensible a

I’agent exogene.

2. Notions sur la toxicité

L’étude de la toxicité concerne des domaines trés variés. En effet, des médicaments aux armes
chimiques en passant par les végétaux, les animaux, les produits industriels et bien d'autres,
I’Homme est constamment exposé a la toxicité. Des études montrent que les intoxications
aigués représentent la premiére cause d’hospitalisation des pays développés et la deuxiéme
cause de mortalité des individus de moins de 30 ans dans les pays en voie de développement
(Bismuth et al. 1987). Pour qu’une drogue possédant des effets pharmacologiques puisse
éventuellement étre utilisée comme médicament, il est d’abord nécessaire que I’activité
apparaisse a des doses pour lesquelles la toxicité est négligeable. Les essais de toxicité
accompagnent donc les essais d’activités biologiques au cours de la sélection de nouvelles
molécules car dans certains cas I’absorption d'une substance a pour effet de perturber le
métabolisme des étres vivants, provoquant des troubles physiologiques pouvant aller jusqu’a
la mort des individus exposés. En fonction de [D’intensité et de la rapidité des effets, on
distingue une toxicité aigué, une toxicité subaigué et une toxicité a long terme (Bismuth et al.
1987).

2.1  Latoxicité aigué

Elle représente la manifestation la plus spectaculaire de la nocivité d'un poison. Toute
substance qui tue violement est considérée comme vénéneuse, provoquant la mort rapide de
I'individu ou des populations contaminées. La toxicité aigué peut donc se définir comme celle
qui provoque la mort ou de tres graves troubles physiologiques apres un court délai suivant
I'absorption par voie trans-tégumentaire, pulmonaire ou orale, en une fois ou en plusieurs
répétitions d'une dose assez importante d'un composé nocif (Ramade, 1979). L'étude de la
toxicité aigué implique une étude aussi bien qualitative et quantitative des phénomeénes
toxiques qu’il est possible de rencontrer aprés 1'administration de la substance active. Cette
étude décrit les symptdmes observés, y compris les phénomenes locaux. Elle permet de

déterminer:



Partie bibliographique

- La dose maximale sans effet toxique ou dose sans effet nocif observable (DSENO),
c’est a dire la dose la plus élevée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevée par
rapport au lot témoin;

- Ladose minimale pour laquelle tous les animaux de I'expérimentation meurent;

- La DLsp qui est un terme qui a été introduit et développé par Trevan en 1927.
2.1.1 Ladétermination de la dose létale (DL50)

La DL50 est dans sa forme la plus simple : la dose d'un composé qui provoque une mortalité
de 50% dans une population danimaux mis en expérience. C'est-a-dire ayant recu une
administration unique d'un produit dans des conditions expérimentales bien définies. Cette
détermination est fondée sur I’évaluation des réponses de tout ou rien: mort ou survie des
animaux. Le protocole expérimental consiste a expérimenter sur 5 a 6 lots de 10 a 20 animaux
auxquels sont administrées des doses croissantes de la substance a tester de maniére que le
pourcentage de mortalité varie entre 0 et 100 %. La construction d’une courbe donnant le
pourcentage de mortalité en fonction du logarithme de la dose conduit & déterminer la dose
correspondra a la DL50 (Wallace Hayes, 2008).

2.1.2 Différentes méthodes de détermination de la DL50

La DL50 peut étre déterminée par deux méthodes de calcul, la Méthode de Dragstedt et
Lang, (1957) et la méthode de Karber et Behrens, (1935). Ainsi qu'on peut la déterminer par
deux méthodes graphiques qui sont la méthode de Miller et Tainter, (1944) et la méthode de
Litchfield et Wilcoxon, (1949).

2.2. Latoxicité subaigué

Différe de la précédente (toxicité aigué) par le fait qu'une proportion significative de la
population peut survivre a l'intoxication, bien que tous les individus aient présenté des signes
cliniques se produisant a court terme sur des organes cibles, parfois réversibles et découlant
de I'absorption répété du toxique, mais a des doses plus faibles que celle de la toxicité aigué
(Ramade, 1979).

2.3 Latoxicité a long terme

C'est I'exposition a de tres faibles concentrations, parfois méme infimes, a des substances dont

la répétition d'effets cumulatifs finit par provoquer des troubles beaucoup plus insidieux et
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irréversibles (Ramade, 1979). Il est a signaler que des troubles de toxicité se manifestent

souvent aprés une longue imprégnation de 1’organisme. Des essais de toxicité par

administration réitérée chez 1’animal sont toujours effectués lorsqu’une molécule présente un

éventuel intérét therapeutique (Wepierre, 1981).

2.4 Modulation des effets toxiques

Si la toxicité est une propriété inhérente a la substance, d’autres facteurs peuvent intervenir

pour en moduler la nature et I’étendue.

2.4.1 Facteurs concernant la substance elle-méme

La toxicité peut varier en fonction de :

La voie d’introduction . par exemple la voie intraveineuse est habituellement plus
dangereuse que la voie orale ;

La rapidité d’administration : ainsi une injection intraveineuse rapide et plus
dangereuse qu’une injection lente ;

La concentration : les substances sont beaucoup plus toxiques sous forme concentrée
qu’en solution diluée ;

La solubilité¢ et [l’ionisation, qui interviennent dans 1’étape de résorption des
Xénobiotique ;

La volatilité, qui conditionne la pénétration par la voie respiratoire ;

La nature du véhicule associé : les huiles par exemple peuvent augmenter la toxicité
d’une substance ;

Les biotransformations subies par la substance dans [’organisme :elles peuvent
entrainer soit un phénomeéne de détoxication (ou détoxification), cas le plus fréquent,

soit un phénomene de toxication (ou toxification).
2.4.2 Facteurs concernant I’organisme ou la substance est introduite

Espéce : la toxicité d’une substance peut différer d’une espéce a I’autre ;

Différences raciales : la sensibilité aux toxiques différe d’une race a une autre ;
Variations individuelles : elles sont imputables a des variations dans le patrimoine
génétique, notamment dans I’équipement enzymatique assurant les biotransformations

des xénobiotique ;
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- Age : en regle générale les sujets jeunes et les sujets plus agés sont plus sensibles que
les adultes a 1’action des toxiques ;

- Sexe : dans une méme espéce animale les femelles sont plus sensible que les males a
I’action d’un méme toxique ;

- [Etat de digestion ou état de jelne: une plus grande toxicité est observée
généralement a jeun que lorsque 1’estomac est en état de réplétion ;

- Fatigue, gestation : elle augmente le plus souvent la sensibilité aux toxiques ;

- Facteurs physiologiques : I’hyperventilation favorise 1’intoxication par inhalation et
I’hypersudation qui crée une vasodilatation favorise le passage transcutané des
toxiques ;

- Maladies : le foie est le site principal des biotransformations des xénobiotiques ; toute
affection hépatique (hépatite, cirrhose, nécrose etc.) en modifie donc le métabolisme et
par voie de conséquence, la toxicité. Les atteintes rénales peuvent altérer les fonctions
excrétrices et métaboliques de 1’organe et modifient aussi la toxicité. Il en est de méme
pour les maladies cardiaques affectant la circulation hépatique et rénale. Les affections
des voies respiratoires (asthme) augmentent la sensibilit¢ aux polluants

atmosphériques.
2.4.3 Facteurs environnementaux

Les changements de température, [’altitude, les saisons, [’ensoleillement, etc., peuvent

modifier les réponses de I’organisme a I’action d’un toxique.
2.4.4 Autres facteurs de toxicité

Intolérance : elle peut étre naturelle ou relever de /’idiosyncrasie par perturbation de la phase
toxicocinétique, modification d’un effet toxicologique ou apparition d’un nouvel effet (cas de
chien tres sensible a I’action de ’atropine, du pigeon tres sensible a celle des digitaliques) ou

acquise (réaction d’allergie, dites aussi d’hypersensibilisation ou de sensibilisation).

Tolérance : traduit I’adaptation de ’organisme a certaines substances. Elle consiste en la

diminution de I’effet de doses identiques lorsque celles-ci sont réguliérement réitérées.
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2.5 Interactions

La toxicité d’une substance pour un organisme peut étre modifiée par 1’exposition préalable,
simultanée, ou consécutive a une substance. Les effets peuvent alors s’additionner ou

s’amplifier, soit au contraire s’antagoniser.
2.5.1 Synergie

Si I’effet global est égale a la somme des effets de chaque substance prise séparément, il y a
synergie additive. Si I’effet global est plus grand que la somme des effets individuels, la
synergie est dite renforcatrice. On dit qu’il y a potentialisation lorsque 1’on observe une
augmentation de la toxicité d’une substance par une autre substance non toxique ou moins

toxique.
2.5.2 Antagonisme

Il y a antagonisme lorsque I’introduction d’une substance dans 1’organisme réduit la toxicité
d’une autre substance. On parle d’antagonisme chimique lorsque la réaction entre deux
substances aboutit & un composé moins toxique. L ‘antagonisme fonctionnel résulte du fait que
deux substances produisent des effets contraires sur les mémes paramétres physiologiques.
L’antagonisme est compétitif lorsque la substance et son antagoniste agissent sur le méme
récepteur ; il est non compétitif lorsque I’action toxique d’une substance est bloquée par une

autre substance n’agissant pas sur le méme récepteur.

Ces notions sont a la base du traitement de certaines intoxications et de 1’utilisation de

certains antidotes.
2.5.3 Induction enzymatique

Un xénobiotique peut intensifier le métabolisme d’une autre substance associée par
stimulation de ’activité des enzymes impliqués dans la biotransformation de celle-ci, les
mémes types d’enzymes intervenant pour les deux produits.ll peut en résulter soit une
détoxification, soit une toxification, selon que les métabolites formés sont moins toxiques ou

plus toxiques que le composé inchangé. De tels produits sont des inducteurs enzymatiques.
2.5.4 Inhibition enzymatique

Inversement, une substance peut inhiber (suppression plus au moins compléte ou

affaiblissement) 1’activité des enzymes de métabolisation d’une substance intensifiant ou

8
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prolongeant ainsi les effets du composé inchangé, de tels produits sont des inhibiteurs

enzymatiques.
2.6 Toxiques cumulatifs

Des effets toxiques peuvent se manifester a la suite d’absorption suffisamment répétée de
doses méme trés minimes d’une substance, en tout cas de doses incapables de déterminer un
phénomene de toxicité aigué. Les intoxications qui se développent dans ces conditions sont
habituellement insidieuses, car leur révélation est souvent brutale sans aucun symptdme

d’alarme.

Elles peuvent étre le fait d’une accumulation de toxiques dans 1’organisme et de telles
substances sont appelées des toxiques cumulatifs. Quelques exemples sont fournis par les
hétérosides digitaliques, les insecticides organochlorés (DDT) et leurs métabolites, des

métaux lourds (Pb, Hg...), des non-métaux (As, F...), etc.

Ces toxiques peuvent demeurer dans I’organisme a la faveur des différents facteurs : facteurs
physiques (le plus important : la solubilité) ; facteurs chimiques (I’affinité des substances,
exemples celle du fluor pour le calcium, et celle de I’arsenic pour le groupement thiol) ;
facteurs biologiques (Par exemple : 1’action néphrotoxique de certains métaux lourds comme

le mercure, qui entrave ainsi leur propre élimination par voie rénale).
2.6.1 Les troubles provoqués

Les troubles qui surviennent du fait de ce phénomeéne d’accumulation sont trés variés, ils

peuvent porter sur :

- Lacroissance ;

- Les besoins alimentaires ;

- Le comportement, 1’activité, la fécondit¢ ;

- Des modifications hématologiques ;

- La structure et le fonctionnement de divers organes (foie, rein, systeme nerveux,

systéme cardiovasculaire, poumon, glandes endocrines, etc.).
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B. Eléments de toxicocinétique (Lacarelle &Viala, 2007).
1. Définition

La toxicocinétique est 1’étude descriptive et quantitative du devenir des toxiques dans
I’organisme. D’une part I’étude descriptive s’intéresse aux facteurs d’absorption, de
distribution, de métabolisme et d’excrétion (ADME). D’autre part, I’étude quantitative est la
description mathématique des phénomenes de clairance, demi-vie, volume de distribution et

de Passage au travers des membranes biologiques
Plusieurs mécanismes de passages transmembranaires peuvent entrer en jeu.
1.1  Diffusion passive

Elle concerne un grand nombre de toxiques. Elle obéit a la loi de Fick, qui définit la vitesse
de diffusion, c’est-a-dire la quantité de substance absorbée par unité de temps. Le passage
passif (sans consommation d’énergie) dépend du gradient de concentration de part et
d’autre de la membrane, dont la surface est constituée a 80% par des phospholipides (les
molécules dissoutes vont du milieu le plus concentré vers le milieu le moins concentré) et de

la lipophilie de la substance.
1.2 Filtration

Le flux de I’eau au travers des membranes peut permettre le passage de toxique. Les pores
de la plupart des cellules ont un diamétre qui ne dépasse pas 4 mm : seuls les toxiques

hydrosolubles de masse molaire faible (100 a 200) peuvent les traverser.
1.3  Transport actif

Il implique I’intervention de transporteurs macromoléculaires. Le transport s’effectue contre
un gradient de concentration. Il est spécifique pour un toxique ou un groupe de toxique
chimiquement apparentés, d’ou la possibilit¢ d’observer des phénomenes d’inhibition
compétitive (enjeu thérapeutique). Il est également saturable. C’est un processus energie-
dépendant, qui peut étre donc inhibé par certains toxiques interférant avec le métabolisme

cellulaire. Il joue un réle important dans I’élimination des xénobiotiques.
1.4 Endocytose

Concerne :
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- L’absorption des particules solides : phagocytose ;

- L’absorption des particules liquide : pinocytose.

Ce mécanisme intervient particulierement au niveau des alvéoles pulmonaires (macrophage)

et du systéeme réticulo-endothélial du foie et de la rate.
2. Voie de pénétration des xénobiotiques
On compte plusieurs voies d’entrée des toxiques dans 1’organisme :

- Orale;
- Pulmonaire ;
- Cutanée ;

- Oculaire;
2.1 Voie d’entrée orale

C’est une voie d’entrée fréquente pour les toxiques. L’absorption peut se produire sur toute la
longueur du tube digestif, a commencer par la muqueuse buccale (absorption sublinguale ;
cette voie évite le foie), ’estomac (pH 1-2), une surface relativement peu importante, et
I’intestin (pH 5- 8), de fais d’une surface de contacte large, d’une irrigation sanguine

importante et de 1’existence des transporteurs, constituent les principaux sites de résorption.
L’absorption dépend de la lipophile et du degré d’ionisation du xénobiotique.
2.2  Voie d’entrée pulmonaire

C’est une voie fréquemment impliquée dans ’entrée des toxiques, d’autant plus que les
poumons ont une surface alvéolaire importante, qu’ils jouissent d’un débit sanguin élevé et

que les échanges entre I’air alvéolaire et le sang sont intenses.
2.3 Voie d’entrée cutanée

L’absorption au niveau du follicule pileux, des glandes sudoripares ou des glandes sébacées,
est rapide mais peu importante. La premicre barriére rencontrée par le toxique est 1I’épiderme
et surtout la couche cornee ; des petites quantites de substances polaires peuvent la traverser ;
les substances non-polaires y diffusent grace a leur liposolubilité. Le derme, barriere moins

sélective, est plus facilement franchissable.
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Certains facteurs modifient la perméabilit¢ de la peau comme I’humidité, la sueur, les

dermatoses et les Iésions de la couche cornée.
2.4 Voie d’entrée oculaire

Elle concerne surtout les projections dans 1’ceil ou la survenue d’un phénomeéne irritatif du a

I’action d’un toxique au niveau de la muqueuse oculaire.
3. Distribution d’un xénobiotique

Elle concerne le passage des xénobiotiques de la circulation générale vers les tissus et organes,

ou des effets toxiques peuvent se développer et une accumulation se produire.

La distribution des xénobiotiques fait intervenir essentiellement les mécanismes de diffusion

passive et de transport actif. Elle est sous la dépendance de :

- Laliaison du toxique a la protéine plasmatique ;
- L’affinité du toxique pour les protéines tissulaires ;
- Débit sanguin de 1’organe concerné ;

- Des barriéres que I’organisme met en ceuvre pour se protéger.
3.1 Liaison aux protéines plasmatiques

Certains toxiques peuvent se fixer sur les globules rouges (solvants, neuroleptiques etc.), mais
les liaisons se font surtout sur les protéines du plasma. Elles s’effectuent essentiellement avec
I’albumine, accessoirement avec 1’alpha-1-glycoprotéine et la globuline. Ces liaisons sont
réversibles et font que le xénobiotique n’est pas disponible immédiatement pour étre transféré
dans I’espace extravasculaire ; les protéines plasmatiques exercent un role de transport et de

stockage.
3.2 Affinité pour les protéines tissulaires

Cette affinité entraine la liaison préférentielle du toxique a certains organes. Ainsi le foie et le
rein fixent un grand nombre de toxiques, en rapport avec leurs fonctions de métabolisme et

d’¢élimination.
3.3 Débit sanguin de ’organe considéré

Les organes fortement vascularisés (foie rein etc.) peuvent fixer d’avantages de toxiques que

ceux ou la vascularisation est moins importante.

12
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3.4 Barrieres de ’organisme

- La barriere hémato-encéphalique se situe au niveau de la paroi capillaire, ou les
cellules de I’endothélium sont suffisamment jointives pour s’opposer au transport des
toxiques sous forme liée aux protéines du sang vers le cerveau. C’est la liposolubilité

de ces substances qui conditionne leur pénétration dans le cerveau.

- La barriére hémato-placentaire peut s’opposer au passage de certains toxiques du
sang de la mere vers le feetus, mais cette propriété ne s’exerce pas sur tout les
toxiques. C’est pour cela qu’il est recommandé de ne pas utiliser de nombreux

xenobiotiques chez les femelles gestantes.
4. Métabolisme des xénobiotiques

Il est rare qu’un xénobiotique ne soit pas modifié. L organisme considére le xénobiotique
comme une substance étrangére et cherche a I’éliminer. Pour cela des processus biochimiques
sont mis en jeu qui aboutissent généralement a la formation de produits plus polaires (plus
hydrophiles) que la substance initiale, plus hydrosolubles et par conséquent plus facilement

éliminables par le rein. Plusieurs réactions peuvent affecter un méme produit.

Les enzymes responsables de ces réactions se trouvent principalement au niveau du foie, mais
aussi dans les poumons, I’estomac, I’intestin, la peau, et les reins. Le foie est ’organe de
passage obligatoire. Les pathologies affectant le foie, peuvent diminuer le métabolisme

hépatique.

En régle générale, les biotransformations sont des processus de détoxification. Dans certains
cas, cependant, elles aboutissent a des métabolites plus toxiques que la molécule-mere ; il ya

alors toxification (bioactivation).
Deux types de réactions sont impliqués dans les biotransformations :

- Des réactions de dégradation(ou de fonctionnalisation), de phase 1: oxydation,
réduction, hydrolyse ;

- Des réactions de conjugaison, de phase 2.

13
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5. Elimination des xénobiotiques

Apres leur absorption, leur distribution dans I’organisme et leur biotransformation, les
xénobiotiques sont excrétés tels quels et / ou a 1’état de métabolites, sous forme libre ou sous
forme conjuguée. La principale voie d’élimination est I’excrétion rénale (filtration
glomérulaire, réabsorption tubulaire et sécrétion tubulaire). L’élimination avec les féces,

I’excrétion par les poumons, la bile et par d’autres voies peuvent intervenir.

C. Les effets toxiques (Viala, 2007)

Les effets toxiques, varient par leur nature, leur organe cible et leur mécanisme d’action. Ils
résultent d’interaction biochimique entre le composé toxique (et/ou ses métabolites) et des

structures de 1’organisme.
1. Diversite des effets toxiques
1.1  Effets locaux et effets systémiques

Certaines substances exercent des effets immédiats au point de contact avec I’organisme, tels
que I’action de caustiques au niveau des voies digestives ou de la peau, I’action de produits

irritants au niveau des voies respiratoires, etc.

Les effets systémiques sur un ou plusieurs organes, apparaissent apres 1’absorption du toxique

et sa distribution dans 1’organisme.
1.2 Effets réversibles et effets irréversibles

Les effets sont dits réversibles lorsqu’ils disparaissent aprés cessation de ’exposition a la
substance toxique.
Ils sont dits irréversibles lorsqu’ils persistent ou méme s’intensifient aprés arrét de

I’exposition.
1.3 Effets immédiats et effets retardés

Les effets immédiats apparaissent rapidement aprés une exposition unique a un toxique :
intoxication aigue par exemple par le cyanure, la strychnine, etc. D’autres effets
n’apparaissent qu’aprés un temps de latence plus au moins long : il ne se produit pratiqguement

aucun signe d’alarme a ’absorption, mais se développe aprées quelques jours une pathologie
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toxique parfois mortelle; C’est le cas des cancérogenes qui, souvent, ne manifestent leurs

effets qu’au bout de plusieurs années.
1.4  Effets morphologiques, fonctionnelles, biochimiques

On entend par effets morphologiques, ceux qui aboutissent @ un changement de la
morphologie d’un tissu visible en microscopie optique ou électronique (nécrose, néoplasie,

etc.) ; ils sont en général irréversibles.

Les effets fonctionnels déterminent un changement dans les fonctions d’un organe (foie, rein,

etc.) ; ils sont le plus souvent réversibles.

L’appellation « effet biochimique » est réservée aux effets ne produisant pas de changements
morphologiques apparents, par exemple 1’inhibition de systéme enzymatique (ex : inhibition

de la cholinestérase par les insecticides organophosphores).
1.5 Reéactions allergiques et réactions idiosyncrasiques

Les réactions d’allergie ou d’hypersensibilité a une substance (intolérance acquise) résultent

le plus souvent d’une sensibilisation préalable a cette substance.

Les réactions idiosyncrasiques (intolérance naturelle) résultent d’une sensibilité anormale,

d’origine génétique a un toxique.
2. Les organes cibles

Un toxique n’affecte pas tous les organes avec la méme intensité. Ils agissent plus
spécifiquement sur certains organes (organes cibles) du fait d’une plus grande sensibilité de
ces organes ou d’une concentration plus élevée de la molécule inchangée et/ou de ces

métabolites a leur niveau.

Ainsi le systéeme respiratoire constitue un organe cible pour les toxiques gazeux ou volatils.
Le foie et les reins, qui ont des fonctions métaboliques et excrétoires importantes et
bénéficient d’une trés large irrigation sanguine sont particulie¢rement exposés aux toxiques.
Les substances capables de traverser la barriere hémato-encéphalique peuvent exercer leur

toxicité au niveau du systéme nerveux.
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3. Récepteurs

L’observation de la spécificité des effets biologiques de nombreux toxiques, a débouché sur le

concept d’une « substance réceptrice » et sur la notion de « site d’action » pour une molécule.

Un récepteur est une structure essentiellement protéique stéréospécifique d’une molécule
définie, capable d’induire un effet biologique caractéristique apres fixation de cette molécule

appelée également « ligand ».

Le concept de récepteur est un facteur de progres pour la connaissance des mécanismes

d’action des toxiques a 1’échelon moléculaire et pour le traitement des intoxications.
4. Mécanismes d’action toxique

Les mécanismes d’action des toxiques sont souvent décrits en fonction de la nature chimique

de leurs cibles moléculaires : protéines, coenzymes, lipides, acides nucléiques, etc.

4.1 Protéines

Les enzymes sont des cibles fréquentes pour les toxiques. L’inhibition produite peut étre

réversible ou irréversible, spécifique ou non-spécifique.

Des transporteurs comme 1’hémoglobine peuvent fixer préférentiellement les molécules

toxiques.
4.2  Coenzymes

Les coenzymes sont indispensables au bon fonctionnement des enzymes. Certains toxiques
peuvent en inhiber la synthése. D’autres, provoquent la formation de chélates (complexes)

avec des métaux contenus dans les coenzymes.
4.3  Lipides

La peroxydation des acides gras polyinsaturés participerait a la nécrose produite par les
toxiques comme le tétrachlorure de carbone, sous 1’effet de 1’apparition des radicaux libres
(atomes ou molécules possédant un électron non apparié sur leur orbitale externe). Les
radicaux libres peuvent aussi provoquer I’inactivation des groupements thiols, la dépression

de la pompe calcium et ils sont incrimineés notamment dans le phénomene du vieillissement.
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D’autres toxiques peuvent s’accumuler dans la membrane cellulaire et perturber le transport
transmembranaire de I’oxygéne ou du glucose ; les cellules du systeme nerveux central y sont
particulierement sensibles.

4.4 Acides nucléiques

Les agents alkylants peuvent se fixer par une liaison covalente sur les acides nucléiques
(ADN ou ARN) et déterminer ainsi une pathologie grave : cancer, mutation, tératogénese,

immunosuppression.
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Le genre Cytisus appartient a la tribu des Genisteae de la famille Fabaceas et comprend

environ 60 espéces, confinées aux régions de climat doux de I’Europe du sud et centrale,

d’Afrique du Nord et de I’Ouest et de I’ Asie (Sunderarajan et al., 2006). 1l est répandu dans

la région méditerranéenne et huit espéces poussent au nord de 1’Algérie (Quezel et Santa,

1963).

1. Classification

Actuellement le genre Cytisus est classé comme suit :

Angiospermes

Eudicotylédones

Rosidae

Fabales

Fabaceae

Caesalpinioideae

Mimosoideae

Papilionoideae

Figure 1 : Classification de la famille des Fabaceae (APG I11, 2009)

Cytisus

Cytisus triflorus
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1.1 Présentation du genre « Cytisus »

Le genre Cytisus se présente sous forme d’arbustes a feuillage persistant ou caduc, épineux ou
non. La taille des arbustes varie en fonction des espéces, certaines sont prostrées (20 a 60
centimeétres) presque tapissantes, d’autres se dressent jusqu’a 2 métres de hauteur. A la
difféerence des genres Spartium ou Genista qui poussent sur des sols calcaires, les Cytises
préférent les sols acides, méme pauvres et secs. Leur enracinement est tracant, leurs troncs
présentent une écorce souvent noirtre et écaillée. Leurs jeunes rameaux a cing angles sont
glabres ou velus et portent des feuilles généralement trifoliées et pubescentes dont les folioles
présentent un contour cilié et une nervation pennée. Les Cytises sont des plantes
hermaphrodites fleurissant d’Avril a Juillet en grappes terminales dressées ou disposees dans
le haut des rameaux, solitaires ou par deux. Leurs fleurs jaunes, blanches, roses, rouges ou
mélangées sont constituées d’un calice gamosépale a deux lévres dentées et d’une caréne
connivente, enveloppant entiérement des dix étamines réparties en deux faisceaux et le pistil
(Figure 2). Leurs fruits sont des gousses oblongues velues contenant des graines réniformes
(Amic, 2013).

Plusieurs especes du genre sont utilisées dans la médecine populaire pour leurs propriétés
diurétiques, antidiabétiques, anti-inflammatoires et contre 1’hypertension (Giao et al, 2007 ;
Rauter et al, 2009).

Figure 2 Cytisus triflorus (Photo personnelle)
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1.2 Présentation de I’espéce « Cytisus triflorus »
1.2.1 Nomenclature

Le nom Cytisus vient de kytisos, nom ancien donné par les Grecs a une plante similaire
(Medicago arborea). Le nom d’espéce villosus signifie velu. Des dénominations latines sont
également rapportées : Cytisus triforus L’Hér et Cytisus trifloris var. bidentatus Chabert
(Dobignard et Chatelain, 2011).

Cytisus triflorus possede plusieurs noms vernaculaires : en arabe, elle est connue sous
I’appellation notamment de Chdjeret en nahal. Cette appellation différe selon les régions du

Maghreb, comme le résume le tableau I ci-dessous :

Tableau I Noms vernaculaires de Cytisus triflorus

Algérie Tunisie Maroc

Tillouzit Timechrirate llougti
Chadjaret en nahal Mersir’id
Boubharis Bouharis
Thilouguit
Hougui

Gikio

Allya

Chamaat Ledjbel

Ilougui

(Iboukassene et al., 2014)
1.2.2. Distribution géographique

L’origine biogéographique de Cytisus triflorus est I’ouest méditerranéen (lboukassene et al.,
2014), elle pousse dans certains pays de 1I’Europe centrale et orientale (Coste, 2011), de 1’Asie
et I’ Afrique (Hippolyte, 1937)

Cytisus triflorus « llougui » est parmi les especes les plus répandues, poussant naturellement
dans le Nord algérien (Ait-Kaci et al., 2015).
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Répartition dans le Maghreb (Iboukassene et al., 2014)
> Algérie

Commune dans le Tell Algéro-Constantinois, rare a 1’ouest (monts de Tlemcen, forét de
M’sila a Oran). Elle est retrouvée dans les foréts fraiches et humides, au-dessus de 500m

d’altitude.

Elle caractérise les foréts de chénes, surtout celles de chéne zéen et de chéne-liege, et supporte
bien leur couvert. Se rencontre a des altitudes plus basses, uniquement dans les dépressions au

bord d’oueds permanents.

Dans 1’é¢tude fondamentale des chénaies a feuilles caduques d’Algérie. Quézel 1956 a
mentionné la sous association de Cytisus triflorus a rubo incanescentis-Quercetum

canariensis dans le massif d’ Akfadu. (Figure 3)

Figure 3 : association de Cytisus triflorus/rubo incanescentis-Quercetum canariensis. Massif

d’Akfadu (photo personnelle)
» Maroc
Se retrouve dans le Rif, le Moyen Atlas, le plateau central et une partie du Haut Atlas.
» Tunisie

Répandue dans le nord-ouest et dans les montagnes des Mogods et de la Kroumirie
(Iboukassene et al., 2014).
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Figure 4 : Distribution géographique de Cytisus triflorus (Iboukassene et al, 2014; Coste,
2011).

1.2.3. Description botanique

C’est un arbrisseau dressé, sans épines, pouvant atteindre un ou deux meétres de hauteur. Les
poils sont présents sur les rameaux, les fruits (gousses) et les feuilles (surtout la face

inférieure).

Les feuilles sont composées de trois folioles, allongées, ovales, la centrale étant plus grande
que les latérales. Les fleurs sont de couleur jaune, rayées de brun rouge, disposées un a trois
sur une tige florale comportant des poils longs. Le Cytise est une plante toxique (Guide
illustré de la flore Algérienne 2012), qui fait partie du groupe biologique des phanérophytes
(Belouahem, 2012).

2. Utilisations ethnobotanique et traditionnelle

Les membres du genre Cytisus ont été utilisés dans la médecine traditionnelle depuis le
moyen age, période a laquelle leurs propriétés médicinales ont été découvertes. Parmi les
especes de ce genre : Cytisus scoparius (Genét a balai) constitué majoritairement de spartéine
(un anti arythmique classe 1A), responsable de ses propriétés bradycardisantes qui possede
également des vertus diurétiques et contracturantes de la paroi utérine. Il soulagerait les
douleurs de goutte, des rhumatismes (cendres de la plante entiere fleurie, fleurs fraiches ou
seches) (Palaiseul, 2010).
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Elle a été aussi utilisée pour ses proprietés hemostatiques afin de contrdler le saignement du

post-partum (Iserin, 2001).

Les fleurs, les feuilles et les branches de cette espéce sont traditionnellement utilisées pour
leurs propriétés sedatives, antidiabétiques et hépato-protectrices, ainsi que leurs actions anti-

stress et anxiolytiques (Kumarasamy et al., 2007 ; Pinela et al., 2011 ; Otero et al., 2013).

Les fleurs, cueillies non complétement €panouies et séchées a 1’ombre, s’emploient en
décoction ou en tisane aux propriétés diurétique, stomachique, digestive, tonique et hépatique.
(Palaiseul, 1982)

C’est aussi un antidote anti-venin. Les recherches dans ce domaine ont eu pour point de
départ 1’observation des bergers d’Auvergnes, qui avaient remarqué que les moutons ayant
brouté du genét résistaient aux morsures de viperes. Cet effet est imputé a la présence de

spartéine, rendant inoffensif le venin de vipére et méme celui du cobra (Palaiseul, 1999).

Cytisus trifloris est connu dans le nord de 1’ Algérie pour ses propriétés médicinales. La plante
est utilisée pour traiter les douleurs abdominales, la cicatrisation des plaies, comme
hémostatique, antifongique et hypotenseur. En outre, les feuilles sont utilisées comme
« henné » pour traiter et teindre les cheveux (Ait-Kaci Aourahoun et al., 2015).

Cytisus trifloris est traditionnellement utilisée comme :

e Cataplasme contre I’eczéma et les infections fongiques en raison de ses propriétés
astringentes, antiseptiques et cicatrisantes des plaies et des blessures.

e Ou en combinaison avec I’huile d’olive pour guérir diverses bralures, les plaies
chirurgicales et les cedémes (Bey, 2015 ; Pasha et al., 2002).

e Les feuilles séchées et broyées sont utilisées pour soigner les plaies. (Ouelmouhoub,
2005).

e Les feuilles fraiches malaxées sont utilisées contre les fissures des pieds et des mains.
(Ouelmouhoub, 2005)
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3. Composition chimique

Les recherches phytochimiques réalisée sur la famille des Fabaceae, attestent de la richesse et
de la diversité des métabolites secondaires, qu’elles contiennent, telles que : les flavonoides
(Mokhtar, 2012), les alcaloides (Huxtable, 1990 ; Keeler, 1989), les coumarines (Estevez-
braun et Gonnzalles, 1996), les composés phenoliques de type flavonique et isoflavonique
(Slwa et al., 2001 ; Bilia et al., 1993), et en petites quantités les stéroides (Muhammad et
al., 2001) et les saponosides (Ibraheim et al., 2000 ; Mekkiou, 2005).

La sous-famille des Papilionacées est caractérisée par la présence d’isoflavones, de
rétinoides, d’anthocyanines et de flavonols glycosylés (Mokhtari, 2012).

L’analyse phytochimique préliminaire de Cytisus trifloris a montré la présence de termeénes,
de tanins, de flavonoides, d’acides phénoliques, d’alcaloides et de coumarines (Ait-Kaci,
2011). La plante est tout particulierement riche en alcaloides quinolozidiniques (Chebli et
al., 2011).

3.1  Les alcaloides (Mekkiou, 2005)

Le terme alcaloide a été introduit au début du XIX®™ siécle par Meisner (Bruneton, 1999),
ce sont des substances organiques d’origine naturelle le plus souvent végétale, les Fabaceae

produisent trois types d’alcaloides :

e Les alcaloides pyrrolizidinigues issus de Crotalaria

e Les alcaloides indolizidiniques extraits des genres : Astragalus, Oxytropis, Swainsona.

e Les alcaloides quinolizidiniques qui caractérisent un grand nombre de genres de cette

famille tels que : Cytisus et Genista (Bruneton, 2001 ; Mekkiou, 2005).

En automne, le rendement des alcaloides extraits de Cytisus triflorus est plus éleveé, par
rapport aux autres saisons, tandis que la teneur de ces derniers est plus élevée dans les organes
jeunes de la plante (les feuilles sont plus riches en alcaloides comparées aux tiges a 1’état sec)
(Chebli et al., 2011).
Les alcaloides sont connu pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que pour
leur toxicité (Richter, 1993; Pelletier, 1983).

3.2 Lescoumarines (Mekkiou, 2005)
Le nom de coumarine vient de « coumarou », nom vernaculaire de la « féve Tonka » qui est

le fruit d’un arbre de la Guyane (Goumarouna adorata, Fabaceae). De ce fruit, fit isolée en
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1820, pour la premiére fois, une substance cristalline odorante appelée coumarine. Les
coumarines et leurs dérivés ont une action photobiologique (Hostettmann, 1992),
bactériostatique, antifongique (Rufini et Sampaolo, 1977 ; Ficher et al., 1976) et un effet
anti-cedémateux (Houft et al., 1996).

3.3  Les flavonoides et Isoflavonoides
La famille des fabaceae est caractérisée par la production de métabolites secondaires
polyphénoliques, les isoflavonoides qui interviennent dans les réactions de défense par

I’induction de la signalisation symbiotique (Dixon, 1999).

3.4  Les terpénes
Ce sont des médiateurs chimiques pour les plantes: ils jouent un role dans leur
communication avec d’autres espeéces, comme les insectes qu’ils attirent, repoussent ou
paralysent. Ils exhalent aussi variété de goit et d’odeurs (ENS Lyon, Olympiade de chimie,
2011).
Les terpénes sont surtout reconnus pour leurs actions drainantes lymphatiques, stimulantes,

anti-infectieuses, antiseptiques et antitussives (Mayer, 2012).

3.5 Lestanins

Ce sont des composés phénoliques ayant la propriété de tanner la peau. lls sont solubles dans
I’alcool et 1’acétone, et sont doués de plusieurs activités : antibactériennes, antifongiques,
antivirales, anti inflammatoire, anti hypertensive, antimutagéne, immunostimulante, anti-
tumorale, anti-diarrhéique, inductrice de 1’apoptose, antioxydante, catalytique, astringente
(Iserin, 2001).

Ils sont également vasoconstricteurs sur les petits vaisseaux et cicatrisants, expliquant ainsi
leur emploi pour traiter les hémorroides et les blessures superficielles (Biaye Mamadou,
2002).

3.6  Lesphénols
Les phénols sont des métabolites secondaires, manifestant un large spectre de propriétés
pharmacologiques (antibactérienne, anti-inflammatoire, vasodilatatoire, anti cancérigéne, anti-
thrombique, anti athérogeniques et analgésique...). Ils exercent ces propriétés en tant

qu’antioxydants (Gomez-Cravaca et al., 2006 ; Wollgast & Anklam, 2000 ; Kone, 2009).
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Néanmoins, seulement quelques études ont eté réalisees sur Cytisus triflorus et ont porté
notamment sur la partie aérienne de ’espéce (Ait-Kaci, et al., 2000 ; Ait-Kaci., 2001 ;
Mohand Kaci, et al., 2008 ; Ait-Kaci, et al., 2011 ; K.Ait Kaci et al., 2013).

4. Intérét thérapeutique

Malgré le faible nombre de recherches effectuées afin de déterminer 1’intérét thérapeutique et
les composants responsables de Cytisus triflorus, certaines ont pu mettre en évidence des
effets anti-inflammatoire et antioxydant (Ait-Kaci et al., 2015 ; Ait-Kaci et al., 2014).
D’autres ont démontré un effet préventif et thérapeutique de 1’ostéoporose post-
ménopausique, médié par des composants tels que la génistéine, kaempférol et les glycosides
(Vontzalidou et al., 2015).

Par ailleurs, les analyses faites sur les extraits de Cytisus triflorus révelent la présence
d’alcaloides quinolizidiniques et de la spartéine, au pouvoir antioxydant 1.71 fois supérieur a
I’acide ascorbique. Ces derniers ont un effet antibactérien, antifongique (Chebli et al., 2011)

et un effet insecticide (Kacil et al., 2008).
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I11. Evaluation de I’effet toxique

L'évaluation de la toxicité s'appuie sur des études qualitatives ou quantitatives adéquates. Les
effets d'un toxique peuvent étre évalués par plusieurs types d'études que I’on peut classer en

quatre catégories (Lapointe, 2004) :

- Les études épidémiologiques, qui comparent plusieurs groupes d'individus ou les
études de cas;

- les études expéerimentales in vivo, qui utilisent des animaux ;

- les études in vitro, effectuées sur des cultures de tissus ou des cellules;

- les études théoriques par modélisation.

On utilise fréqguemment une terminologie pratique mais arbitraire pour désigner les diverses

formes d'intoxication selon la fréquence et la durée de I'exposition.

Tableau Il : Les formes d'intoxication

Forme d'intoxication | Fréquence d'administration | Durée de I'exposition (Rongeurs)
Aigué Unique < 24 heures

Répétée a court terme* | Répétée =1 mois

Sub-chronique Répétée De 1 a 3 mois

Chronique Reépétée > 3 mois

"On parle souvent d'intoxication subaigué, mais ce terme est considéré comme

sémantiquement incorrect (OCDE, 1979)
1. La toxicité aigue

Comme présenté plus haut, la toxicité aigué est habituellement définie comme I'ensemble des
effets néfastes se produisant immédiatement ou peu de temps aprés une exposition unigque ou
répétée sur une période de moins de 24 heures a une ou plusieurs substances (Walum, 1998).
Le terme toxicité orale aigué est plus souvent utilisé en liaison avec les déterminations de la
létalité et de la DLs.

27



Partie bibliographique

La méthode classique d'étude de la toxicité orale aigué d'une substance (Trévan, 1927)
consiste en une administration de ladite substance a différentes doses, par voie orale, a
plusieurs groupes d'animaux d'expérience (généralement des rats ou des souris des deux
sexes), a raison d'une dose par groupe. Les animaux traités sont observés de pres durant les
premiéres 24 heures et ensuite quotidiennement pendant 2 semaines et les éventuels

changements d’apparence et du comportement, ainsi que la 1étalité (DLsg) sont notés.

Des questions se posent encore concernant l'utilisation de I'évaluation pathologique élargie en
tant que partie d'une étude de toxicité aigué. Cependant, I'autopsie macroscopique est le
minimum requis par la plupart des corps de regulations gouvernementaux, comme le sont les
déterminations du poids corporel peu de temps avant le traitement et aprés une, puis deux

semaines (Walum, 1998).

La valeur absolue de la DLso d'un composé varie beaucoup entre les laboratoires, et ces
variations ont été attribuées aux différences, par exemple, dans les détails protocolaires, les

souches animales, I'encagement, et la source de la substance chimique d'essai.

La DLso et des méthodes alternatives pour I'évaluation de la toxicité aigué ont été développées
au cours des années 80 et 90 (Rhodes etal., 1993 ; Oliver, 1986 ; Clark etal., 1991 ;
Fielder, 1995 ; Lindgren et al., 1983 ; Seibert et al., 1996). Les tests de DLsq classiques
impliquant un grand nombre d'animaux sont abandonnés au profit de nouveaux tests réduisant
considérablement le nombre d’animaux utilisés. Ainsi, les lignes directrices n°® 420 (OCDE,
2001a), 423 (OCDE, 2001b), et 425 (OCDE, 2008b) de I'OCDE décrivent des méthodes
alternatives bien établies et validées qui réduisent les souffrances des animaux et/ou utilisent
beaucoup moins d'animaux que la méthode classique de Trevan. Cette derniére a été
officiellement abrogée en décembre 2002 par I'OCDE, I'Union Européenne et les Etats-Unis
d'’Ameérique (Schlede et al., 2005).

2. Toxicité a court terme avec administration de doses répétées et toxicité subchronique

Alors que la toxicité aigué concerne les effets nocifs dus a des doses uniques, une forme plus
commune de I'exposition humaine a de nombreux produits chimiques se fait par la répétition
de doses qui ne produisent pas d'effets toxiques immediats. Des effets tardifs peuvent survenir
a cause de I'accumulation du produit dans les tissus ou a cause d'autres mécanismes, et il est

important d'identifier toute possibilitté de ce genre par des études sub-chroniques.
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La limite distinguant les réegimes sub-chroniques et chroniques d'administration des doses est

souvent prise comme égale a 10% de la durée de vie des animaux d'expérience.

Des périodes d'administration de doses s'étendant entre une simple dose et 10% de la durée de
vie sont souvent qualifiées de mode d'administration subaigué. Ce terme est considéré comme
sémantiquement incorrect et par conséquent, pour distinguer de telles périodes des périodes
décrites classiquement comme sub-chroniques on doit les décrire comme « études a court
terme avec administration de doses répétées ». Ceci s'applique aux études portant sur 14, 21 et

28 jours. Les durées d'étude réalisées ont été principalement de 14, 28 et 90 jours.

D'autres durées d'étude ont été utilisées en toxicologie, mais on considere que le choix de ces
trois durées principales qui ont le soutien de I'expérience ou pour lesquelles il existe des
prescriptions en matiére de réglementation, représente une approche raisonnable (OCDE,
1979).

La substance a tester est administrée quotidiennement a différents niveaux de dose a plusieurs
groupes d'animaux, a raison d'un niveau de dose par groupe. De maniére générale, au moins
trois groupes d'essai et un groupe témoin doivent étre utilisés. La dose la plus élevée doit
provoquer des effets toxiques, sans étre létale ou causer de séveres souffrances. Une séquence
de doses décroissantes doit ensuite étre sélectionnée en vue de mettre en évidence tout effet
lié & la dose ainsi qu'une concentration sans effet nocif observé a la dose la plus faible
(OCDE, 2008a).

3. La toxicité chronique

Le but d'une étude de toxicité chronique est de déterminer les effets d'une substance d'essali,
chez une espece de mammifére donnée, a la suite d'une exposition prolongée et répétée
(OCDE, 1979).

La substance d'essai est administrée quotidiennement a plusieurs groupes d'animaux
d'expérience a des doses progressives, en général pendant une période de 12 mois, bien que
des durées plus longues ou plus courtes puissent aussi étre choisies, en fonction des exigences
réglementaires. Cette durée est assez longue pour permettre aux effets de toxicité cumulée de
se manifester, tout en évitant les effets perturbateurs des changements liés au vieillissement.
Il convient d'utiliser au moins trois doses et un groupe témoin. A moins de contraintes dues &

la nature physico-chimique ou aux effets biologiques de la substance d'essai, le niveau de
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dose le plus élevé est choisi de maniére a permettre d'identifier les principaux organes cibles
et les effets toxiques de la substance, tout en évitant la souffrance, une toxicité sévere ou une

forte morbidité ou létalité chez les animaux testés (OCDE, 2009).
4. Méthodes substitutives a I'expérimentation animale

Des progrés scientifiques considérables ont permis le développement de modeles in
vitro pertinents pour évaluer les effets toxiques des médicaments ou produits chimiques sur la
santé humaine et la qualité de l'environnement. Cependant, en 1’état actuel des connaissances,
les méthodes alternatives ne peuvent pas se substituer a I'animal lorsque les études portent sur
I'organisme entier. En effet, les méthodes in vitro, méme utilisées en batterie complémentaire,
ne peuvent reproduire les mécanismes de régulation complexes et d'interactions entre cellules
et organes. En revanche, la mise en place de stratégies dites « intelligentes » intégrant le
principe des 3R (Réduction, Raffinement et Remplacement), telles que celles proposées dans
le programme européen REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and restriction
of Chemicals), permettront de réduire de maniere significative I'expérimentation animale.
Des collaborations plus efficaces au niveau international doivent maintenant se mettre en
place aussi bien au niveau des structures de validation, ECVAM (European Center for the
Validation of Alternatives Methods), ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the
validation of alternative methods), JaCVAM (Japanese center for the validation of alternative
methods) qu'au niveau des autorités réglementaires que sont I'UE (Union européenne),
I'OCDE (Organisation de Coopération et de Développement Economique), I'ICH
(International Conference on Harmonisation), pour que les méthodes validées soient
réellement appliquées. Enfin, la collaboration entre les différents secteurs industriels, de la
chimie, du médicament, du produit cosmétique, doit étre encouragée afin d'éviter la répétition
des efforts de recherche, de favoriser le partage des données sur les substances mais
également le partage de I'expérience acquise sur les méthodes alternatives a I'expérimentation
animale (Fabre, 2008).
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IV. Plantes médicinales et leur toxicité

Les plantes médicinales sont largement utilisées en thérapeutique dans le monde entier que ce
soit par applications cutanées en cataplasme ou créme, en infusion, décoction ou méme en
fumigation. La plante peut étre utilisée entiere uniquement ses feuilles, racines ou méme les
fleurs. Néanmoins, le danger réside dans la banalisation excessive de ce mode thérapeutique

chez la population.
1. Définition

Une plante meédicinale est définie par la pharmacopée francaise comme une « drogue végétale
au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des propriétés
meédicamenteuses ».

Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante, utilisées en 1’état, soit le plus
souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais.

L’expression drogue végétale ou, plus couramment, drogue, désigne donc une matiere

premiere naturelle servant a la fabrication des médicaments.

2 Les principes actifs des plantes médicinales

La capacité d’un remede (a base des plantes) a influencer les fonctions du corps humain est
due a ses différents composants. Il s’agit pour la plupart du temps des produits du
métabolisme de la plante qui d’un point de vue chimique peuvent appartenir aux groupes de

substances les plus variées (Kothe, 2007).

2.1. Composés du métabolisme primaire
» Les polysaccharides
Les polysaccharides les plus importants sont les polysaccharides des algues (mucilage) et les
polysaccharides hétérogénes (gommes) présents dans les racines, les feuilles et les grains.
IIs sont utilisés pour calmer et protéger les tissus enflammeés.
Certains polysaccharides, comme les glucomannanes et les pectines sont utilisés en

cosmétologie (Iserin ,2001).
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» Les glucosides cyanogéniques
Ces substances sont a base de cyanure, un poison tres violent, mais prises a petites doses, elles
ont un effet sédatif et relaxant (Iserin, 2001).

> Les glucosinolates
Ce sont des composés hétérosidiques anioniques responsables des odeurs fortes, présents
uniquement dans les espéces de la famille des moutardes et des choux (Bruneton, 1993).

2.2.Composes phénoliques, shikimates, acétates

» Les phénols
IL existe une treés grande variété de phénols, de composés simple comme I’acide salicylique,
molécule donnant par synthése ; ’aspirine, a des substances plus complexes comme les

composés phénoliques auxquels sont rattachés les glucosides (Iserin, 2007).

> Les tanins
Ce sont des substances polyéhénoliques de structures variées, ayant en commun la propriété
de tanner la peau, ces substances ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui
explique leur pouvoir tannant (Iserin ,1997).

» Les anthocyanes
Elles sont issues de 1’hydrolyse des anthocyanides (flavonoides proches des flavones), qui
donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleue, rouge ou pourpre. La mdre sauvage (Rubus

fruticosus) et la vigne rouge (Vitis vinifera) en contiennent beaucoup (Iserin, 2007).

» Les coumarines
Les coumarines, de différents types, possédent des propriétés treés diverses. Certaines
coumarines contribuent a fluidifier le sang (Melilotus officinalis) alors que d’autres, soignent
les affections cutanées (Apium graveolens).
Rapidement métabolisées au niveau du foie en 7 hydroxy- coumarine, elles peuvent rarement

induire une hépato nécrose sevéere (Bruneton, 1999 ; Iserin, 2001).
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» Les anthraquinones
Ce sont des principaux constituants de plante comme le Séné (Cassia senna) et la rhubarbe de
chine (Rheun palmatum) (Kothe, 2007).

2.2.1. Terpenes et stéroides
» Huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances adurantes et volatiles
contenues dans les végetaux. Genéralement on trouve de nombreux constituants dans une
huile essentielle appartenant principalement a deux grands groupes chimiques.
Les composes terpéniques et les composes aromatiques dérivés du phényle-propane (Iserin,
1997).

> Les saponines
Principaux constituants de nombreuses plantes medicinales (Saponaire officinale). Les
saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpenoides, ils ont un effet sur
I’activité hormonale (Iserin, 2001 ; Catier et Roux, 2007 ; Hensel, 2008).

» Les substances ameres
L’amertume de leur gout stimule les secrétions des glandes salivaires et des organes digestifs.
Ces secrétions augmentent 1’appétit et améliorent la digestion, des nombreuses plantes ont des
constituants amers, notamment 1’absinthe (Artemisia absinthium), la chirette (Swertia chirata)
et le houblon (Humulus lupulus). (Delille, 2007).

» Les glucosides cardiaques
Les glucosides cardiaques comme la digitoxine, la digoxine et la convallotoxine, ont une

action sur le cceur en ’aidant & maintenir le rythme cardiaque en cas d’affaiblissement
(Hensel ,2008).

2.2.2. Lesalcaloides
Rencontrés chez de nombreux végeétaux, ils peuvent étre présents dans tous les organes

(Catier et Roux, 2007). Ils présentent tous une molécule d’azote (N-) qui les rend

pharmacologiquement trés actifs d’ou la diversit¢ de leurs propriétés thérapeutiques et
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pharmacologiques. Ils occupent de ce fait une place importante dans [’industrie

pharmaceutique (Jerraya et al. 1993).

2.2.3. Autres constituants
v" Vitamine A et E (Auffray et al, 1998 ; Alais et al. 2003 ; Monsigny et al. 2004).
v Vitamine C (Masson, 2007).
v" Minéraux (Magnésium, Potassium, Sodium...etc.) (Ardle et al., 2004; Alais et al.,
2003).

3. Toxicité :

Les plantes utilisées en médication sont trés répandues dans les milieux populaires.
Néanmoins, leur usage n’est pas controlé a 1’égard de leur efficacité et leur innocuité. Des cas
d’intoxication aux plantes ont été recensés au monde entier qui peuvent étre suite a 1’erreur
d’identification, illustré par I’exemple de Belgique ou plus de 50 personnes ont été atteintes
d’insuffisance rénale en 1996 aprés avoir ingéré une préparation a base de plantes contenant
Aristolochia fangchi (guang fang ji), une plante toxique, au lieu de Stephania tetrandra (fang
chi hang) suite a la confusion entre ces deux espéces portant des noms vernaculaires chinois
tres proche (OMS, 2005).

Toutefois, différentes plantes peuvent étre réputés toxiques mais également plantes
médicinales et cela est stipulé par le respect des regles spécifiques des préparations par ajouts
d’antagonistes aux toxicités et I’adaptation des doses des plantes réputées toxiques comme le
précise de dicton Paracelse «rien n’est poison, tout est poison ». (Zeggwagh et al., 2000).
Ainsi, pour avoir 95% de chance d’observer 3 fois une réaction secondaire a la phytothérapie
qui se traduit chez un patient sur 1000, le praticien (droguiste, herboriste ou guérisseur) doit
avoir au moins 6500 patients. (Nortier & Vanherweghem, 2002).

Lors de I’enquéte sur les aspects toxicologiques de la phytothérapie utilisée par un herboriste
a Feés au Maroc, aucune complication inhérente aux plantes prescrites n’a été¢ déplorée malgré

une association aux plantes toxiques dans 10% des cas traités. (Zeggwagh et al, 2000).

3.1  Causes de toxicité des plantes :
Les aspects de la toxicité en phytothérapie sont divers, ils peuvent étre liés a la présence de
composants qui, a un degré de concentration, présentent une toxicité intrinseque qui varie

d’une plante a une autre (Zekkour, 2008).
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De plus, la toxicité peut étre liée a 1’altération des préparations a base de plante par les
substances chimiques médicamenteuses ou végétales du fait de présence de composants
chimiques. (Zekkour, 2008)

Elle peut étre aussi liée a la contamination par des composants toxiques tels les pesticides et
les métaux lourds, ainsi que des pollens, des champignons microscopiques et des moisissures

susceptibles de causer des réactions allergiques et/ou toxiques (Zekkour, 2008).

3.2  Impact des plantes sur différents appareils :

» Appareil digestif
o Troubles par contact avec le tube digestif
Grace et a cause des constituants des plantes en latex, résine ou oxalate de Calcium, des

Iésions irritatives accompagneées d’cedéme sont observées. (Zekkour, 2008)

o Troubles par modification des sécrétions digestives
La présence en forte concentration d’alcaloides parasympatholytiques dans des plantes induit
une sécheresse buccale caractéristique. Par ailleurs, la teneur en saponosides provoque une

hypersalivation (sialorrhée) (Zekkour, 2008)

o Troubles du transit
Les nausées et les vomissements et les diarrhées accompagnées ou non d’hémorragie

surviennent d’une maniére systématique lors d’intoxication. (Zekkour, 2008)

o Glandes annexes (essentiellement le foie)

Différents types d’atteinte hépatique, allant de simples perturbations modérées du bilan
hépatique restées asymptomatiques a des hépatites aigués cytolytiques, cholestatiques ou
mixtes, des cas de maladie veino-occlusive (Zekkour, 2008), voire des hépatites chroniques
pouvant évoluer vers de véritables cirrhoses lors d’utilisations prolongées, ont été décrits au
fil du temps (Peyrin-Biroulet et al., 2004).

Différents mécanismes ont été incriminés pour expliquer 1’hépatotoxicité des plantes
médicinales. D’une part une toxicité directe de certaines molécules, d’autre part, des
mécanismes immuno-allergique qui interviennent pour induire une toxicité. La voie du
cytochrome P450 est la plus intéressante a 1’heure actuelle, ce sont une superfamille

d’enzymes, doté d’une activité modulée par des facteurs individuels et environnementaux

35



Partie bibliographique

(Guengerich, 2003). En effet, les facteurs extrinséques peuvent induire ou inhiber de maniere
compétitive le systtme des cytochromes P 450. Une meilleure compréhension des
mécanismes en cause, justement, doit permettre de préciser le rapport bénéfice-risque de

chaque plante. (Peyrin-Biroulet et al., 2004)

» Systeme nerveux central
Une mydriase, des troubles de 1’accommodation visuelle sont constatés lors d’ingestion de
plantes riches en alcaloides parasympathomimétiques. Les plantes qui entrainent une anoxie
du systeme nerveux telles les végéetaux cyanogénétiques induisent des convulsions.
Des céphalées, paresthésie, une hyperthermie, un coma, peuvent, en outre, étre observés lors

d’ingestion de plantes toxiques (Zekkour, 2008).

» Appareil respiratoire

Des dyspnées sont observées lors d’intoxications par les plantes cyanogénétiques.

» Appareil cardio-vasculaire
Des troubles du rythme cardiague ou une hypertension sont remarqués, des plantes peuvent
accélérer ou diminuer le rythme cardiaque et donc induire des arythmies qui peuvent étre
fatales (Zekkour, 2008).

» Appareil urinaire
D’une simple irritation des conduits urinaires a une néphrite grave, les intoxications par les
plantes peuvent engendrer une nécrose des éléments épithéliaux des reins responsable de leur
perte fonctionnelle (Zekkour, 2008).

» Lapeau:
Des plantes peuvent causer une urticaire de contact, un eczéma de contact ou aeroporté, une
photo-toxicité, une photo-allergie et la répétition du contact peut mener a un eczéma

généralisé ou erythrodermique (Zekkour, 2008).
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. Objectif

Le présent travail expérimental avait pour objectifs, I’étude de la toxicité aigué de 1’extrait
acétonique de cytisus triflorus utilisé traditionnellement pour son activité cicatrisante et la

détermination de sa teneur en dérivés phénoliques notamment en acide gallique.

Cette étude a été réalisée sur des modéles experimentaux in vivo et a été exécutée au sein de
I’Equipe de Recherche « Evaluation de D’efficacité des molécules pharmacologiques &
développement de stratégies thérapeutiques alternatives », au sein du Laboratoire de

Recherche « Santé & Production Animales » a 1I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire

d’Alger.
1. Matériel et méthodes
1.1. Préparation de ’extrait
11.1.1. Matériel végétal

La récolte de cytisus triflorus a été faite en Juin 2015 dans la région de Béjaia. La plante
ensuite a été séchée pendant 7 jours a température ambiante a I’abri de la lumiére et de
I’humidité. L’identification a été réalisée par le département de botanique de 1’Ecole

Nationale Supérieure d’Agronomie d’El-Harrach.
11.1.2. Matériel d’extraction

Le tableau ci-apres énumére le matériel utilisé lors de I’extraction.
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Tableau I11 : Matériel et réactif utilisé pour extraire la matiére végétale.

Matériel Réactif

Robot broyeur Acétone
Passoire
Balance
Agitateur
Béchers
Entonnoir
Tubes Falcon
Papier filtre
Centrifugeuse

Etuve

11.1.3 Protocole d’extraction :

Les parties aériennes de la plante séchée, sont broyée finement et passées au tamis.
Dans un tube Falcon sont mélangés 20 ml d’acétone a 1.5 g de poudre et centrifugés a 3000

tours pendant 5 minutes.

Le surnageant est filtré et recueilli. L’extraction est répétée deux fois selon le méme
protocole. L’extrait ainsi récolté est mis a évaporé dans I’étuve et obtention d’un extrait

acetonique.

-zl,,.a s e Vi

Récolte et séchage Broyage Tamisage
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Ajout de I’acétone

Homogénéisation

Centrifugation

Figure 5 :

Filtration

Evaporation

Protocole d’extraction de Cytisus triflorus (photos personnelles)
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11.2. Etude de la toxicite aigué de cytisus triflorus
11.2.1. Evaluation de la toxicité aigué orale

La toxicité orale aigué de I'extrait acétonique de cytisus triflorus a été évaluee chez la souris
conformément a la ligne directrice n° 423 de I'OCDE pour les essais des substances chimiques
adoptée le 17 décembre 2001.

Le but de I’¢tude d’orientation est de permettre de choisir la dose initiale appropriée pour
I’¢tude principale ; Elle prend fin lorsqu’une décision au sujet de la dose initiale de 1’étude
principale peut étre prise ou si une mortalité est observée a la dose prédéterminée la plus
faible. Cette dose initiale est choisie pour laquelle on peut s’attendre a observer des signes de
toxicité évidente conformément a la ligne directrice n°420 de ’OCDE pour les essais des

substances chimiques adoptée le 17 décembre 2001.

La dose initiale de 2000 mg/kg choisie pour cette étude est décrite en annexe (page 69).
Uniquement des femelles ont été utilisées pour ce test (OCDE, 2000). L'analyse des
publications sur les essais classiques de détermination de la DLsy montre en effet que, bien
que la différence de sensibilité entre les deux sexes soit généralement faible, dans les cas ou
I'on constate une différence, les femelles sont généralement un peu plus sensibles (Lipnick
etal., 1995).

11.2.1 Matériels et méthodes
11.2.1.1 Préparation des animaux

L’¢étude a porté sur 45 souris Balb.C femelles d’un poids moyen de 19 g, obtenues a I’Institut
Pasteur d’Algérie et acclimates au niveau du laboratoire de recherche « Santé et Productions
Animales » ; dans des cages en polypropylene recouvertes d’une grille en acier. L’aliment
distribué était a base de granulés (mélange de concentré) et I’eau de robinet €était ad libitum.
Elles ont eté hébergées dans les conditions de température de 20° a 24°, et un taux d’humidité
de 50%.

Elles ont ensuite été réparties en 2 lots : un lot témoin négatif de 5 sujets, et 10 sujets pour le

lot de Cytisus triflorus.
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11.2.1.2 Matériels :

Tableau 1V : Appareillage et petit matériel et produits utilisé lors du test de toxicité orale.

Appareillage et petit matériel Produit

Balance pour animaux Extrait acétonique de Cytisus
Cages transparentes en polypropylene  triflorus

Canule de gavage, seringue de 2 ml
Verrerie (Becher) Véhicule : eau physiologique
0.9% et Tween

11.2.1.3 Mode opératoire :

Les souris des deux lots sont mises a jeun la veille (12h) de la manipulation. Une dose unique
de 0.5 ml du produit a tester a été administrée par voie orale aux souris du lot de Cytisus

triflorus. La méme dose d’eau physiologique a été administrée au lot témoin. (Figure 6)

Figure 6 : gavage des souris (Photo personnelle)

Une surveillance stricte a été appliquée pendant les premiéres quatre heures, pour repérer
d’éventuels changements de comportement et/ou mortalité. Les souris sont privées de

nourriture 4 h apreés 1’essai.

Les observations ont porté, pendant 14 jours, pour chaque sujet individuellement sur les

éventuels changements de comportement, en portant attention particulierement aux signes de
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tremblements, convulsions, salivations, diarrhées, léthargie, sommeil et coma, qui sont
enregistrés, et une pesé a été effectuée tous les 3jours (J-1, J3, j6, j9, J12, j15). (Figure 7)

/

Figure 7 : Pesée des souris pendant la période d’observation (Photo personnelle)

14 jours plus tard, on procéde a une autopsie de tous les sujets, morts pendant
I’expérimentation et des survivants, en notant les modifications pathologiques
macroscopiques, et une pesée des organes nobles (Reins, foie, cceur, poumon et rate) est

effectuée (Figure 8).

Figure 8 : Autopsie et pesée des organes (Photo personnelle)
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11.2.1.4. Présentation des résultats

Les changements de comportement et les mortalités sont exprimes sous forme de tableau. Par
ailleurs, les variations du poids des souris et celui des organes aprés 1’autopsie sont exprimeées

sous forme de graphe.
11.2.2. Evaluation de la toxicité aigué cutanée

Dans I’é¢tude pharmacologique d’une substance, I’évaluation de la toxicité aigué cutanée est
nécessaire si cela implique une exposition dermique a courte durée. Elle pourra fournir des

renseignements sur 1’absorption cutanée et sur son mode d’action toxique.

Une épreuve limite avec une seule dose d'au moins 2000 mg/kg de poids corporel peut étre
effectuée dans un groupe de cing males et cing femelles en respectant les procédures décrites
pour l'étude. Si une mortalité imputable au composé testé est observee, il peut s‘avérer

nécessaire de proceder a une étude complete (OCDE, 1987).

On effectue un rasage de la fourrure du tronc dorsal des rats, d’'une maniére a dégager une
surface, pour I'application de la substance a tester, supérieure & 10% de la surface du corps.
Les dimensions sont prises en compte par rapport au poids de ’animal. Sans 1éser la surface
rasée pour éviter le changement de la perméabilité de la peau conformément aux lignes

directrices de I’OCDE pour les essais des produits chimique n° 402 adoptée en février 1987.

11.2.2. Matériel et méthode
11.2.2.1 Préparation des animaux

Les rats étaient de souche WISTAR, males et femelles, acquis auprés de I’Institut Pasteur
d’Algérie. Le poids varie entre 200-300g et leur peau est intacte. Acclimatés a une
température de 23°C et humidité & 60-70 % pendant une semaine. L’alimentation était a base

de granulés et I’abreuvement ad libitum.

La veille de la manipulation, les rats sont pesés et mis a jeun pour 12 h, ils sont identifiés et

mis en cages individuelles.
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11.2.2.2. Matériel, Réactifs & Produits chimiques

Tableau V : Matériels utilisés pour 1’évaluation de la toxicité aigué cutanée.

Matériels Produits

11.2.2.3 Mode opératoire

Dix (10) lots ont été constitués et chaque rat est mis dans une cage individuelle en

polypropyléne recouverte d’une grille en acier.

L’anesthésie des rats est faite pour faciliter le rasage et ’application de la substance. (Figure

9)

Figure 9 : anesthésie des rats (photo personnelle)

Les solutions testées sont délicatement étalées sur toute la partie rasée uniformément. On
place les rats dans les cages avec un pansement d’une fagon a maintenir en contact la

substance et la peau pendant 24h, et éviter leur ingestion par les rats (Figure 10).
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Figure 10 : Rasage et application de I’extrait acétonique de Cytisus triflorus (Photo

personnelle)
11.2.2.4 Résultats :

Les observations régulieres des rats sont menées pendant 14 jours, et d’éventuels

changements de comportement ou présence d’irritation sont notés.
11.2.3. Mise en évidence des derivés phénoliques
11.2.3.1. Matériel

Matériel invariable

Balance électronique Micropipettes Eppendorfs
Tubes a essai Spatule Supports
Spectrophotometre Pipettus tubes falcon
Vortex

Pour la préparation de la solution de ’extrait :

Extrait acétonique de Cytisus triflorus | Méthanol

Pour la préparation de la solution de I’acide gallique

Acide gallique Eau distillée
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La préparation de la solution Na,COg:

Na,CO3 Eau distillée

Du réactif Folin est également nécessaire.
11.2.3.2 Méthode
a. Preparation de la solution de I’extrait

1 ml de méthanol est mélange & 0,03 g de I’extrait acétonique de cytisus triflorus. La solution

est vortexée pour homogénéiser 1I’ensemble (figure 11).

Figure 11 : Préparation de la solution de I’extrait acétonique de cytisus triflorus (photo

personnelle)

b. Préparation de la solution de I’acide gallique (étalon)

Une gamme d’acide gallique variant de 0.003 & 2mg/ml a été réalisée comme décrit dans le

tableau ci-dessous.
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Tubes

Concentrations (mg/ml)

1

2

1

0.5

0.25

0.12

0.06

0.03

0.015

©O| O N| O O bl W N

0.007

=
o

0.003

c. Preparation de la solution Na,COj : <concentration a 20% soit 20g/100mI>

10g de Na,COg3 sont dissouts dans 50ml d’eau distillée.

La concentration obtenue est de : 10g/50ml & raison de 20%. (Figure 12)

Figure 12 : Préparation de la solution Na,COj3 (Photo personnelle)
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d. Préparation du témoin négatif

500 pl de réactif de Folin sont rajoutés a 6 ml d’eau distillée dans un tube puis 1.5 ml de la
solution Na,COg est additionnée et complétée d’eau distillée jusqu’a la graduation de 10 ml.

La solution est incubée dans 1’obscurité pendant 2 heures.
e. Préparation de la solution a incuber

D’une part, 6ml d’eau distillée sont versées dans les tubes, additionnés d’100ul de 1’étalon
respectivement a différentes concentrations (2 mg/l a 0.003 mg/ml). On ajoute, ensuite, 500pl
du réactif de Folin, puis 1,5 ml de la solution Na,COg3, et on compléte avec I’eau distillée

jusqu’a 10 ml.

D’autre part, on réalise la méme solution avec les mémes quantités en remplacant 100ul de

I’étalon par 100ul de la solution de I’extrait acétonique de Cytisus triflorus a 30mg/ml.

Aprées un repos de 90 min a I’obscurité, la lecture de 1’absorbance est effectuée a une longueur
d’onde de 760 nm. La gamme étalon est préparée avec de 1’acide gallique a des

concentrations variant de 0.003 a 2 mg/ml. (Figure 13)

Figure 13 : Préparation de la solution a incuber (Photo personnelle)
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I1l. RESULTATS & DISCUSSION
I11.1. Résultats de I’extraction
I11.1.1 Le rendement

L’extraction acétonique de cytisus triflorus a permis d’obtenir a partir de 24 g de broyat des
parties aériennes de la plante un extrait de 0,45g. Le rendement par conséquent était de 1,875
%.

111.1.2. Propriétés physiques
Elles sont résumées dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI : propriétés physiques de I’extrait acétonique de cytisus triflorus

Plante Aspect Couleur Odeur

Cytisus triflorus Dense et collant Vert bouteille Assez  forte et

désagréable

I11.2. Résultats de la toxicité aigué
111.2.1 Résultats de la toxicité aigué orale
a. Effet sur I’aspect général, comportement, mortalité

Les résultats de I’essai de toxicité orale aigué sont représentés dans le tableau ci-joint.

Tableau V111 : les résultats de I’essai de la toxicité orale aigué
<4h J1-J3 J4-35 J6-J8 J9-J14 J15
Lot témoin RAS RAS RAS RAS 1 mauvais RAS
(5 souris) état
Lot 2000mg/kg RAS RAS 2morts 7. Amélioration 4 BEG 5BEG
(10 souris) 8 MEG 1. MEG 3MEG 3 MEG
1tres MEG

RAS : Rien a signaler. MEG : Mauvais état général. BEG : Bon état

général.
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Durant les quatre premiéres heures aprés le gavage, aucun comportement anormal n’a été

signale.

Les trois premiers jours, toutes les souris du lot témoin et du lot traité avec 1’extrait
acétonique de Cytisus triflorus étaient en bon état général, et aucun changement
comportemental n’a été signalé ; quoi que pendant le 4° et le 5° jour, on a eu deux mortalités
et le reste des souris était en mauvais état et présentaient des poils ternes et hérissés, les souris
mortes pesait 17g +/- 1g. Les jours qui suivent (6, 7, 8) on a remarqué une amélioration
significative de 7 sujets. Du 9° au 14° jour, dans le lot témoin, un sujet présentait un mauvais
¢tat, et il se mettait en boule en s’isolant ; tandis que dans le lot a 2000mg/kg 50% des souris
avait un bon état général, et I’autre moitié¢ était en mauvais état ( poils hérissés, gonflement
abdominal) dont un sujet était en un trés mauvais état, il présentait une boule sous
mandibulaire, un manque d’activité et une démarche lourde. Au 15° jour. 62,5 % des souris

¢taient en bon état et aucun comportement anormal n’a été signalé.

b. Effet sur le poids

L’évolution de la moyenne des poids corporels des animaux d’essais, pendant la période

d’observation, est présentée sur la figure qui suit :

Poids (g) 60
50
40
30
20
10
0 Jours
J-1 3 J6 J9 112 J15
lot témoin 25,1 22,5 27,6 23,6 23,1 23,6
@m0t 2000mg/kg 24,9 24,2 25,3 25,8 24,5 26,5

Figure 14 : Evolution pondérale des souris pendant 1’essai
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Le poids corporel est trés variable dans les deux lots. Dans le lot traité avec 1’extrait
acétonique de Cytisus triflorus, On observe des chutes de poids le J3 et J12, une reprise

significative entre J6 et J9. A partir de J15, ’amélioration de 1’état corporel est nette.

Le lot témoin subit une variabilité exagérée du poids corporel, cela est exprimé une chute
brutale au J3 et un pic de poids qui atteint 27.6 g au J6 ; puis une chute au J9 qui s’améliore

ensuite.
c. Autopsie

L’autopsie des animaux morts pendant la période d’observation n’a révélé aucune anomalie
liée au traitement. L’euthanasie des sujets vivants pendant toute la période d’observation n’a

révélé, egalement, aucune anomalie liée au traitement. (Figure 15)

Les organes étaient de taille et de couleur normale ; quoi qu’on a remarqué la présence d’une
inflammation et d’un épanchement dans la tachée des souris mortes pendant la période

d’observation. (Figure 16)

On a constaté des nodules intestinaux sur toutes les souris mises a 1’expérimentation y

compris le groupe témoin.

Figure 15 : Autopsie des souris (photo personnelle)
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Figure 16: Observation macroscopique de la perforation de 1’cesophage (photo personnelle)

Les variations des poids des organes sont présentées sur la figure :

Poids (g) 1,6
1,2
1
0,8
0,6
0,4
o2 :
0 — ] |
foie rate coeur reinG rein D Poumon
H lot 2000mg/kg 1,41 0,28 0,32 0,14 0,15 0,21
lot témoin 1,4 0,16 0,18 0,14 0,15 0,26
Organes

Figure 17 : Variations du poids des organes des deux lots.

La variation des poids des organes n’est pas tout a fait similaire entre les deux lots. La
différence a été notée pour le poids de la rate, du cceur et le poumon dans le lot traité, cela est
exprimé en une légére augmentation de ses organes comparé au lot témoin. En outre, une

diminution du poids du poumon a été constatée.
111.2.2 toxicité aigué cutanée
Effet sur ’aspect général, comportement, mortalité

Pendant la période d’observation qui a duré 14jours, les rats ont été agité apres le réveil de

I’anesthésie une demi-heure apres 1’application.

Pendant les premiéres quatre heures, aucune anomalie ni mortalité n’a été signalée.
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En outre, aucune réaction allergique ou d’irritation n’a été enregistrée.

Tableau IX : Comportement des rats des deux lots traités et témoins

<4h < 48H 2-14 jours
Lot témoin RAS RAS RAS
Lot traité RAS RAS RAS

111.3 Recherche des dérivés phénoliques

» Lecture au spectrophotomeétre a 760 nm :

Les résultats de la lecture de 1’absorbance de ’acide gallique a différentes concentrations (2
mg/ml a 0.003mg/ml) et celle de D’extrait acétonique aux deux concentrations au

spectrophotometre a 760 nm sont reportés dans le tableau ci-dessous :

Tableau X : Résultat de la lecture des solutions d’acide gallique et de 1’extrait acétonique de
Cytisus triflorus

Concentration (mg/ml) Absorbance
Extrait de I’acide gallique

2 1.935
1 1.059
0.5 0.501
0.25 0.247
0.12 0.171
0.06 0.079
0.03 0.007
Extrait acétonique de Cytisus triflorus
10 0.636
30 1.347
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Figure 18 : Courbe étalon la gamme de ’acide gallique

Les composés phénoliques sont exprimés en 1’équivalent en acide gallique par gramme de la
matiére séche (GAE/gQ) en se réferant a une équation linéaire de la courbe standard (y =
0,9719x+0,0214. R2 = 0,9971). Les résultats obtenus ont permis de déterminer une teneur en

acide gallique équivalente a 632 mg GAE/g d’extrait [LO0mg/ml]. (Figure 19)

Figure 19 : Gamme de I’acide gallique apres incubation. (Photo personnelle)
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V. Discussion
IV.1.Rendement de I’extraction

L’extraction acétonique de 249 de broyat de matiére végétale Cytisus triflorus, a permis
I’obtention de 0,45g d’extrait, soit un rendement de 1,874 %. Cette valeur reste moins élevee
que celles obtenues sur d’autres plantes du genre cytisus telles que Cytisus nigricans L. et
Cytisus capitatus Scop avec des rendements respectifs de 2,76% et 4,56% (Stefanovic et
comic, 2011). En outre, cette valeur est nettement inférieure a celle obtenue (7,49%) sur

Cytisus triflorus (Guenane et Brahimi, 2016).
IV.2. Toxicité aigué orale et cutanée

Les données obtenues aprés un essai de toxicité orale aigué chez I'animal peuvent étre
utilisées pour satisfaire a des besoins de classification du danger par le biais de la DLso, et
pour I'évaluation des risques pour la santé humaine et/ou pour l'environnement (OECD,
2001). C'est sur cette base qu'une évaluation de la toxicité aigué orale chez la souris de
I’extrait acétonique de Cytisus triflorus, utilisé en médecine traditionnelle pour arréter les

saignements et accélérer la cicatrisation, a été réalisée.

Une DLs, orale supérieure a 2 g/kg a éte obtenue. Cette valeur de la DLsg a permis de classer
la toxicité de cet extrait dans la catégorie 5 du systeme de classification globalement
harmonisé des substances chimiques, catégorie caractérisant les substances faiblement
toxiques (OECD, 2001).

Le comportement général et le poids corporel sont des paramétres critiques pour 1’évaluation
des premiers signes de toxicité (Sireeratawong et al, 2008). Dans 1’étude de la toxicité aigué
de I’extrait acétonique de Cytisus triflorus a dose unique les variations pondérales ne sont pas
significatives, ce qui indique I’absence de I’influence de I’extrait de cette plante sur la masse

corporelle des individus durant la période du test.

En effet, les changements de comportements des souris étaient en corrélation avec les
mortalités observées, ceci est di au stress. Quoi que les mortalités ne fussent en aucun cas une
conséquence du test, elles sont engendrées par les erreurs de manipulations lors du gavage,

ceci est expliqué par I’observation macroscopique des Iésions apres euthanasie.
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Par ailleurs, les nodules intestinaux observés a 1’autopsie sont soit dus au véhicule ou surtout
déja présents chez les animaux avant méme de les soumettre a I’expérimentation ; ce qui

explique leur présence dans les deux lots.

La légere augmentation du poids de la rate et du cceur et la diminution du poids du poumon
dans le lot traité sont expliquées par la teneur en alcaloides de I’extrait et qui sont connus pour

leur action sur le systeme cardiovasculaire.
Par ailleurs, aucune anomalie n’a été observée lors d’évaluation de la toxicité aigué cutanée.
IV.3. Recherche des composés phénoliques :

La teneur totale en dérivés phénoliques est estimée par la méthode colorimétrique Follin-
Cicalteu (Jakobek et al. 2007). L’extrait acétonique de Cytisus triflorus contient 632mg
GAE/g d’extrait, cette valeur est nettement supérieure a 58mg GAE/g d’extrait obtenue par
I’étude de la structure biochimique de Cytisus triflorus (Leberton et al, 1997),

Elle est également est supérieure aux extraits hydro-éthanoiques des feuilles et des racines qui
ne contiennent que 204 et 166,5 mg GAE/g de d’extrait respectivement (Ait kaci Aourahoun
et al, 2015).

Cela peut étre expliqué par la non-spécificité du réactif de Folin qui peut réduire d’autres
composés non phénoliques. (Boizot et Charpentier, 2006) ou la méthode méme d’extraction
qui peut influer directement dans le rendement en composés phénoliques (Mohammedi et
Atik, 2011).
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Conclusion et perspectives

CONCLUSION ET PESRSPECTIVES

Les résultats obtenus lors des études de toxicité ont permis de conclure d’une part, a
I’absence de toxicité orale et cutanée de I’extrait acétonique de Cytisus triflorus et d’établir
une DLso> 2 g/kg, caractéristique des substances a faible toxicité et de mettre en évidence
d’autre part, la richesse de notre spécimen de Cytisus triflorus en dérivés phénoliques avec

une teneur de 632mg GAE/g d’extrait et donc de son potentiel antioxydant latent.

Au terme de cette étude, il semble approprié ultérieurement :

» De déterminer la toxicité chronique de I’extrait acétonique de Cytisus triflorus ;

» D’étudier la toxicité d’extrait de Cytisus triflorus a partir d’autres solvants ainsi que
celle d’autres parties de la plante ;

> Drapprécier la réversibilité possible ou pas des effets toxiques apres arrét du
traitement ;

> D'étendre I'évaluation des risques potentiels pour la santé a d'autres espéces de
Mammiferes, pour mettre en évidence les éventuels risques potentiels pour la santé qui
ne se manifesteraient pas chez le rat et la souris.

» De déterminer finement la composition chimique de 1’extrait acétonique de Cytisus
triflorus.

» D’explorer les activités biologiques de Cytisus triflorus pouvant découler de son

potentiel antioxydant.
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Résumé

La présente étude a eu pour objectifs I’¢évaluation de la toxicité aigué de ’extrait acétonique
de Cytisus triflorus, et la détermination de sa teneur en composés phénoliques. L’extraction
par I’acétone des parties aériennes de la plante a permis d’obtenir un rendement de 1,875 %.
L’étude de la toxicité orale aigue sur souris a permis d’arréter une DLso orale supérieure a
2 g/kg. Cette valeur de la DLsg a permis de classer cet extrait dans la catégorie 5 du systéme
de classification globalement harmonisé des substances chimiques, catégorie caractérisant les
substances faiblement toxiques. Le test d’irritation cutanée sur rat Wistar a permis de conclure
a I’absence d’effet toxique. Enfin, la teneur en composes phénoliques évaluée par analyse
phytochimique eétait de 632mg GAE/g signant la richesse de I’extrait en composés
phenoliques.

Mots clés : toxicité aigué, extraction acétonique, Cytisus triflorus, DL50 orale, composés

phénoliques.
Abstract

The objective of this study is to evaluate the acute toxicity of the acetone extract of Cytisus
triflorus and the research of phenolic compounds. By Acetone extraction of the aerial parts of
the plant yielded a yield of 1.875%. The study of acute oral toxicity on mice stopped an oral
LD50 greater than 2 g / kg. This LD50 value classified this extract as category 5 of the
Globally Harmonized System of Classification of Chemicals, a category characterizing low-
toxic substances. The skin irritation test on Wistar rat concluded that there was no toxic effect.
Finally, the content of phenolic compounds evaluated by phytochemical analysis was 632mg
GAE / g signing the richness of the extract in phenolic compounds. Key words: acute toxicity,
acetone extraction, Cytisus triflorus, oral LD50, phenolic compounds.

Key words: acute toxicity, acetone extraction, Cytisus triflorus, oral LD50, phenolic

compounds.
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