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Résume

Résumé

L’envenimation scorpionique demeure un réel probléme de santé publique au Maroc, en
particulier dans les régions centrales du pays ou 1’on en enregistre chaque année les incidences et les

Iétalités les plus élevées surtout chez les enfants du bas age.

L’importance de la phytothérapie dans le traitement des maladies, en particulier les
envenimations scorpioniques, est étudiée pour le développement de nouveaux médicaments naturels.
C’est dans ce contexte que s’intégre cette étude destinée a prévenir ce probléme de scorpionisme.
Elle a comme objectif d’étudier le pouvoir neutralisant du venin scorpionique par des plantes
utilisées pour traiter 1’envenimation scorpionique dans certaines régions enclavées du Maroc, a

travers des études histologiques, biochimiques et certaines activités biologiques.

Afin d’identifier les plantes médicinales utilisées par les populations locales des zones
d’endémie scorpionique au Maroc dans le traitement des envenimations scorpioniques une enquéte
ethnobotanique a été réalisée dans les régions Marrakech-Safi et Béni Mellal-Khénifra. Dans ce sens
un questionnaire a été élaboré pour recueillir des renseignements auprés des cas piqués, sur le patient

et sur le type de traitement utilisé contre ces envenimations réputées dangereuses,

Les extraits méthanoliques des feuilles, racines de la plante Thapsia garganica et des parties
aériennes de la plante Lactuca serriola ont été obtenus par extraction a I’aide de ’appareil de soxhlet.
L’estimation des principaux constituants des plantes étudiées a été réalisée par le criblage

phytochimique, la quantification et la qualification des polyphénols par I’HPLC.

L’activité antioxydante des extraits de plantes a été évaluée in vitro par les méthodes DPPH,
I’inhibition du blanchiment de B-caroténe et le pouvoir réducteur. Leur activité anti-inflammatoire a
été évaluée en mesurant I’cedéme plantaire des souris induit par la carragénine, aussi 1’activité
analgésique de ces plantes a été évaluée par test de contorsion, test au formol et test de la plaque
chauffante chez des souris swiss. Ensuite nous avons testé, ’activité antivenimeuse des feuilles,
racines de Thapsia garganica et des parties aériennes de la plante Lactuca serriola contre les venins
des scorpions Buthus occitanus et Buthus atlantis a travers des changements histologiques des
organes vitaux (cceurs, reins, foie et poumons), et biochimiques de certains marqueurs enzymatiques
(ALAT, ASAT, LDH, CPK, Urée, Créatinine) des souris envenimées par voie sous cutanée par une
DLs aprés 3h, et d’autres souris envenimées et traitées oralement par les extraits méthanoliques des

plantes étudiées.



Résume

Notre étude ethnobotanique a permis d’inventorier 22 espéces de plantes appartenant a 14
familles. Parmi ces espéces Thapsia garganica et Lactuca serriolas ont été les plus utilisées pour
traiter les envenimations scorpioniques. Les feuilles et la partie aérienne entiére sont les principaux
organes utilisés avec une fréquence hautement significative de 30.43%. La décoction est le mode de

préparation le plus sollicité et I’administration se fait majoritairement par voie orale (68.6%).

Nos résultats ont montré que les DLso respectives des venins de B. occitanus et B. atlantis
administrés par voie sous cutanée de ’ordre de 0.524 mg/kg, 0.4 mg/kg. Les tests de neutralisation
ont permis de montrer que la dose de 2g/kg d’extrait methanolique de L. serriola est capable de
neutraliser I’effet toxique induit par une injection sous cutanée de DLgg du Venin, avec un taux de
66.66%. Les analyses qualitatives et quantitatives révélent que les extraits méthanoliques étudiés sont
tres riches en polyphénols avec le taux le plus élevé chez la plante L. serriola (31.816+ 3.52 mg
EAG/g ES), en flavonoides totaux (24.31+ 0.56 mg EC/g ES) et en tannins (16.91 mg EC/g ES) pour
Iextrait de T. garganica, et la confirmation de ces résultats a été faite par I’identification

chromatographique via HPLC.

L’évaluation in vitro de 1’activité antioxydante a montré que les différents extraits présentent
des activités antioxydantes intéressantes, surtout pour la plante L. serriola qui inhibe la B-carotene
avec un taux de 73 + 0.032 pg/ml. L’extrait des feuilles de T. garcanica possédent un effet piégeur
remarquable vis-a-vis du radical DPPH, plus important que les autres extraits avec une concentration
de 44.79% 0.003 pg/ml. Les propriétés anti-inflammatoires des extraits ont montré une réduction
hautement significative de 1’cedéme (P<0,001). L’étude de I’activité analgésique a montré une
analgésie périphérique et centrale chez les extraits étudiés en inhibant trés significativement la
douleur induite par différents tests chez les souris (P<0,001). Les études histologiques et
biochimiques ont permis de mettre en évidence des dommages tissulaires et un déséquilibre
enzymatique. D’ailleurs, I’administration des extraits étudiés a pu restaurer les structures hépatiques,

cardiaques, pulmonaires et rénales.

T. garganica et L. serriola possédent une activité antivenimeuse par le prolongement de la
survie, le rétablissement des formes tissulaires normales et par la diminution significative (p <0,05)
des taux de certains marqueurs enzymatiques. Elles peuvent constituer des sources prometteuses a
propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires et antalgiques dans le traitement des envenimations

scorpioniques.

Mots clés : B. occitanus, B. atlantis, venin, T. garganica, L. serriola, éthnobotanie, toxicologie,

histologie, biochimie



Abstract

Abstract

Scorpionic envenomation remains a real public health problem in Morocco, especially in the
central regions of the country where we record each year the highest incidences and lethality levels

have been recorded, especially in children.

The present study aimed to contribute to the prevention and resolution of this problem. The
main objective of the study is to assess the neutralizing power of the scorpion venom by plants used

to treat the scorpion envenomation in certain enclave regions of Morocco.

To identify the medicinal plants used by the local populations of scorpion endemic areas in
Morocco in the treatment of scorpion envenomations an ethnobotanical survey was conducted in the
regions Marrakech-Safi and Beni Mellal-Khenifra. For this purpose, a questionnaire was developed
and administred to herbalists and envenomed cases to collect information on the patient and the type

of treatment used against these envenomations deemed dangerous.

The methanolic extracts of the leaves, roots of the plant Thapsia garganica, and the aerial

parts of the plant Lactuca serriola were obtained by extraction using the soxhlet apparatus.

The investigation of the main constituents of the studied plants was performed by

phytochemical screening, quantification, and qualification of polyphenols by HPLC.

The antioxidant activity of the plant extracts was evaluated in vitro by DPPH methods, B-
carotene bleaching inhibition, and reducing power. Their anti-inflammatory activity was assessed by
measuring the plantar edema of mice induced by carragenin. In addition, the analgesic activity of
these plants was conducted by contortion test, formalin test, and hot plate test in swiss mice. The
antivenom activity of leaves, roots of the plant Thapsia garganica and aerial parts of the
plant Lactuca serriola against the venoms of scorpions Buthus occitanus and Buthus atlantis was
tested through histological changes of vital organs (hearts, kidneys, liver, and lungs) and biochemical
changes of some enzymatic markers (ALAT, ASAT, LDH, CPK, urea and creatinine) of envenomed
mice by an LDsy after 3h, and others envenomed and treated by oral route with the methanolic

extracts of the studied plants.

The ethnobotanical study allowed us to inventory 22 species of plants belonging to 14

families. Among these species, Thapsia garganica and Lactuca serriola are the most used to treat



Abstract

scorpion envenomations. The leaves and the whole aerial part are the main organs used with a highly
significant frequency of 30.43%. The decoction is the mode of preparation the most solicited and the

administration is done mainly by oral route (68.6%).

Our finding showed that the LDsp of the venoms of B. occitanus and B. atlantis by
subcutaneous route were 0.524 mg/kg, 0.4 mg/kg respectively. The neutralization tests showed that
the dose of 2 g/kg of L. serriola methanolic extract is able to neutralize the toxic effect induced by a
subcutaneous injection of LDgg of the venom, with a rate of 66.66%. Qualitative and quantitative
analyses revealed that the methanolic extracts studied are very rich in polyphenols with the highest
level in the L. serriola plant (31.816 £ 3.52 mg EAG/g DE), in total flavonoids (24.31 £ 0.56 mg
EC/g DE) and in tannins (16.91 mg EC/g DE) for the T. garganica extract, with confirmation made
by chromatographic identification via HPLC.

The in vitro evaluation of antioxidant activity showed that the different extracts present
interesting antiradical and antioxidant activities, especially L. serriola which inhibits B-carotene with
a level of 73 £ 0.032 pg / ml. The extract of leaves of T. garcanica has a remarkable scavenging
effect towards the DPPH radical and is more important than the other extracts with a concentration of
44,79+ 0.003 pg/ml. The anti-inflammatory properties of the extracts showed a highly significant
reduction in edema (P<0.001). The study of analgesic activity showed peripheral and central
analgesia in the studied extracts, with significantly higher inhibition of pain induced by different tests
in mice (P<0.001). Histological and biochemical investigations revealed tissue damage and
enzymatic imbalance. Moreover, the administration of the studied extracts was able to restore
hepatic, cardiac, pulmonary, and renal structures. T. garganicaand L. serriola have antivenom
activity by stretching survival, restoring normal tissue forms, and significantly (p<0.05) decreasing

levels of certain enzymes.

The present study findings showed that T. garganica and L. serriola may constitute promising
sources with antioxidant, anti-inflammatory, and analgesic properties in the treatment of scorpion

envenomations.

Key words: B. occitanus, B. atlantis, venom, T. garganica, L. serriola, toxicology, histology,

biochemistry
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Introduction

Introduction

Les scorpions sont des arthropodes venimeux, largement répandus dans les régions tropicales
(Das et al., 2013). lls constituent un ordre contenant actuellement, environ 2231 espéces et sous
espéces regroupées en 20 familles et 208 genres (Santibafiez-Lopez et al., 2016). Parmi ces especes,
environ 25 sont réputées dangereuses pour I"’Homme (Stockmann, 2015).

Le Maroc contient I’'une des faunes scorpioniques les plus riches et les plus diversifiées a
I’échelle de I’ Afrique du nord et méme du pourtour méditerranéen (Touloun, 2019). Jusqu’a présent
61 especes et sous especes réparties en 12 genres et deux familles y sont identifiées (Buthidae et
Scorpionidae) (Touloun, 2019). Cette faune scorpionique se particularise par son endémisme marqué
(44 espéces endémiques) mais aussi par son intérét médical. Du fait qu’elle renferme des espéces
connues par la grande toxicité de leur venin en particuliers parmi les genres Androctonus, Hottentota
et Buthus (Touloun et al., 2001; Soulaymani-Bencheikh et al., 2002 ; Touloun, 2004; Oukkache et
al., 2006 ; El Hidan et al., 2015).

Le Maroc fait partie des pays du bassin méditerranéen ou le scorpionisme constitue un véritable
probléme de santé¢ publique. En effet I’envenimation scorpionique y représente la premicre cause
d’intoxication d’aprés le Centre Antipoison et de Pharmacovigilance du Maroc (CAPM), avec une
incidence de 30 a 50 % de I’ensemble des intoxications déclarées au CAPM (Charrab et al., 2009), et
un taux de létalité général de 0,27% passant de 2,37% en 1999 a 0,18% en 2017 (EI Oufir et al.,
2017).

Ce fléau constitue un véritable sujet d’inquiétude, surtout pour la population infantile qui représente
plus du tiers des personnes envenimées, avec un taux de mortalité avoisinant 90 % chez les enfants
agés de moins de 10 ans (Touloun et al., 2001; Soulaymani, 2009; El Hidan et al., 2016).

Pour ce qui est de la caractérisation du venin scorpionique, la majorité des études effectuées au
Maroc ont concernés le scorpion noir Androctonus mauritanicus (EI Hafny et al., 2002 ; Oukkache et
al., 2008 ; Malih et al., 2009; Chgoury et al., 2011). D’autres travaux de recherche ont intéressés
I’¢tude de la caractérisation toxicologique et physiopathologique des venins des autres espéces
marocaines en I’occurrence Buthus occitanus ; Buthus atlantis ; Hottentota gentili et Androctonus
liouvillei ... (Elatrous et al., 2008; EI Hidan et al., 2015a; 2016 ; 2018; Bouimeja et al., 2018; 2019).

A la lumiere de ces données, nous nous sommes intéréssés a travers cette étude aux aspects
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toxicologiques, histopathologiques et biochimiques des venins des espéces de scorpions jaunes

Buthus occitanus et Buthus atlantis.

Au Maroc, la prise en charge thérapeutique des envenimations scorpioniques repose
actuellement uniquement sur le traitement symptomatique, devant I’absence du traitement spécifique
(sérum antiscorpionique) depuis le début des années 2000 du fait que son efficacité continue d’étre
controversée (Soulaymani et al.,, 2002). D’ailleurs, le scorpionisme reste un sujet dont les
complications sont souvent graves voire mortelles, surtout en ’absence du sérum antiscorpionique,
d’une prise en charge médicale rapide et adéquate et lorsque la piqlre est venimeuse et n’est pas
traitée a temps.

Pour se sauver de cette situation alarmante la plupart des personnes piquées ont eu recours a
des moyens traditionnels entre autres la scarification, la pose du garrot, I’ischémie, I’application du
gaz de butane a froid, la cryothérapie, la succion, ’application de la pierre noire et la phytothérapie
par ’utilisation des plantes médicinales (Soulaymani et al., 2000 ; Touloun et al., 2012 ; El yassir,
2013).

A T’échelle mondiale, en particulier dans les pays en voie de développement d'Asie, d'Afrique et
d'’Amérique latine, 80% de la population dépend de la médecine traditionnelle dans le traitement des
envenimations surtout en milieu rural du fait de la proximité et de l'accessibilité de ce type de soins
au co(t abordable et surtout en raison des difficultés d'accés aux structures sanitaires, et aussi a cause
de I’absence souvent d’un traitement spécifique (SAS) (OMS, 2017).

Au Maroc, pour traiter I’envenimation dans les régions d’endémie scorpionique surtout les plus
enclavées, les populations locales se sont souvent basées sur des remédes naturels (Touloun, 2004).
De ce fait, des études se sont intéressées a 1’utilisation de certaines plantes médicinales (Callotropis
procera, Thymus vulgaris, Lavandula latifolia ...) pour traiter les complications liées aux
envenimations scorpioniques (El Rhaffari et zaid, 2002; Memi et al., 2007; Bouimeja et al., 2018;
2019).

Notre travail qui concerne I’étude de I’activité antivenimeuse des deux plantes Thapsia garganica
(Apiacees) et Lactuca serriola (Astéracées) fréquemment utilisées en milieu rural contre les venins
des scorpions, vise a préciser le réle de la phytothérapie dans la neutralisation du venin scorpionique.

Pour cela, nous avons fixé les objectifs suivants :

» la réalisation d’une enquéte ethnobotanique dans des régions touchées par les envenimations au
Maroc pour la sélection des plantes utilisées par les populations locales afin de traiter ces
envenimations,
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I’évaluation des principaux constituants des plantes sélectionnées, via le criblage phytochimique,
la quantification et la qualification des polyphénols par ’HPLC,

I’évaluation des activités analgésiques et anti-inflammatoires des plantes étudiées responsables de
leur potentiel neutralisant du venin des scorpions B. occitanus et B. atlantis,

la détermination de la toxicité générale aigiie (DLsp) des venins des scorpions B. occitanus et B.
atlantis, et des plantes T. garganica et L. serriola,

I’étude du pouvoir neutralisant des extraits de T. garganica (Apiacées) et L. serriola
(Astéracées), contre le venin des scorpions B. occitanus et B. atlantis, par le biais des études
histologiques et biochimiques, pour 1’évaluation des dommages histologiques au niveau de
certains organes (cceur, reins, foie, rate et poumons) des souris envenimées par administration
sous-cutanée d’une dose sublétale du venin, et des altérations des marqueurs biochimiques
(ASAT, ALAT, CPK, LDH, Urée et Créatinine) au niveau des souris envenimées et traitées par

les plantes.
Le présent mémoire est structuré en trois chapitres :

e Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique sur 1’envenimation
scorpionique et la place de la phytothérapie dans le traitement de cette pathologie.
e Le deuxieme chapitre comporte le matériel et la méthodologie utilisée.

e Le troisieme chapitre a concerné la présentation des résultats obtenus et leur discussion.
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1 Généralités sur ’ordre des scorpions

Les scorpions sont des arthropodes venimeux et des véritables fossiles vivants parmi les plus
anciens arachnides comme étant les premiers arthropodes terrestres datant du silurien (il y a environ
450 millions d'années) (Grassé, 1949).

1.1 Systématique

L’ordre des scorpions appartient a 1’embranchement des arthropodes, sous embranchement
des chélicérates, classe des arachnides (Monod et al., 2019). Les principaux critéres de classification
des scorpions se basent essentiellement sur des caracteres morphologiques simples en utilisant la clés
d’identification (Vachon, 1952 ; Antila et al., 2004; Le Bel, 2020 ) ainsi que les trichobothries ou
soies, la disposition des carénes, la forme de la vésicule a venin, la forme de patte machoire,
I’extrémité de pattes ambulatoires, le nombre de dents des peignes et la disposition oculaire des yeux
(Sadine et al., 2020).

Dans le monde, environ 2584 espéces sont décrites, 190 genres et 16 a 19 familles, parmi ces
especes, environ 25 sont réputées dangereuses pour I’Homme (Rein, 2021).

La famille des Buthidés comprend plus de 1188 espéces de scorpions, dont 219 appartiennent au
genre Tityus (Ojanguren-affilastro et al., 2017; Rein, 2020). Elle compte a I’échelle mondiale 96
genres répartis en 1232 espéces, cette famille est la plus répandue dans le monde entier (Rein, 2021).
Elle comprend les genres connus par la grande toxicité de leur venin : Centruroides et Tityus dans le
continent américain, Buthacus, Androctonus et Leiurus en Afrique du Nord et au Moyen-Orient
(Stockmann et Ythier, 2010), elle réunit 40 % des especes, et la quasi-totalité des especes

dangereuses pour I'Homme (de la Vega et Possani, 2005).

Au Maroc, actuellement Plus de 61 espéces de scorpions, appartenant a 12 genres et deux familles :
Famille des Buthidae avec les genres Buthus, Androctonus, Hottentota, Butheoloides, Buthacus,
Orthochirus, et Compsobuthus ; Famille des Scorpionidae avec le genre Scorpio. En effet, environ

72% de ces especes (44 espéces) sont considérées endémiques de notre pays (Touloun, 2019).

1.2 Description morphologique des scorpions

Les scorpions sont des arthropodes de taille et de poids variables (3 & 20 centimétres), (3 & 60

grammes). Leur morphologie varie peu, caractérisée par un corps étroit, aplati et recouvert de chitine,
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formé d’un squelette externe ou cuticule, il est divisé en deux parties : un céphalothorax ou prosome
formant un bouclier dorsal et un abdomen ou opisthosome lui-méme divisé en préabdomen (ou
mésosome) et en postabdomen (ou métasome) terminé par un telson formé d’une vésicule a venin
munie d’un aiguillon venimeux (Stockmann et Ythier, 2010) (Figure 1).

e Le prosome ou céphalothorax : recouvert dorsalement par la carapace qui porte une paire
des yeux médians accompagnée 2 a 5 paires de yeux latéraux selon les genres dans la partie
antérieure s’insére une paire de pattes machoires (ou pédipalpes) et quatre paires de pattes
ambulatoires. La bouche située en partie antérieure est encadrée par une paire de chéliceres
(Abd El-Aziz et al., 2019).

e Le mesosome ou préabdomen : constitué par la succession de 7 anneaux d’inégale
dimension. Le premier contient les organes sexuels qui débouchent en face ventrale sous
I'opercule génital, le second porte les peignes (organes sensoriels) et les trois suivants portent
quatre paires de poumons qui s'ouvrent en face ventrale par des stigmates et assurent la
respiration de 1’animal (Abbassi et al., 2018).

o Le métasome (post abdomen ou queue): formé de six segments dont le dernier qui constitue
le telson est terminé par un aiguillon qui sert a I’inoculation du venin (Soleglad et Fet, 2003).
La vésicule contient deux glandes a venin qui sont des organes d’excrétion rattachables au tube
digestif (Soleglad et Fet, 2003), cette dernicre est revétue d’une couche musculaire. L’aiguillon
effilé se termine par deux orifices latéraux servant a 1’évacuation du venin lors de la piqire

(Vachon, 1952).
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Figure 1: Anatomie du scorpion Androctonus australisen vue dorsale et vue ventrale (Stockmann et
Ythier, 2010)

1.3 Répartition géographique des scorpions

La répartition des scorpions est directement influencée par la géographie, la végétation et le
type de substrat. Les scorpions sont des arthropodes thermophiles qui ont franchi le cap de toutes les
eres géographiques grace a leur adaptabilité et leur plasticité écologique en occupant toute sorte de
milieu : déserts, foréts, montagnes et zones maritimes (Touloun, 2012). lls se montrent capables de
coloniser les milieux les plus variés des régions tropicales ou tempérées jusqu’a 5000 m d’altitude
(Ehma, 2021). Considérés comme des représentants typiques de la faune des déserts chauds (Sahara)
(Touloun et Moudden, 2021).
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Les scorpions sont de bons indicateurs biogéographiques en raison de leur endémisme qui est di a
leur faible capacité de déplacement (Brownell et Polis, 2001 ; Aboumaad et al., 2014). A I’échelle
mondiale, ils se retrouvent dans les zones tropicales seches et subtropicales d'Afrique du nord, du
Moyen Orient, d'’Amérique Centrale et d'’Amérique du Sud (Abroug et al., 2020). lls sont rarement

présents en altitude et ne s’étendent pas au-dela des 50° au nord et au sud de I’équateur (Stockmann

et Ythier, 2010 ; Mullen et al., 2019) (Figure 2).
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Figure 2: Répartition et incidence des espéces de scorpions a 1’échelle mondiale
(Abroug et al., 2020).

1.4 Bio-écologie des scorpions

1.4.1 Habitat
Les scorpions sont des animaux thermophiles bien adaptés aux milieux désertiques (Kovar ik
et al., 2020).
Les scorpions occupent divers types d’habitats (sous les pierres, les rochers, les écorces d'arbres et les
vieilles constructions) (Algahtani et Badry, 2021). Par contre certains scorpions sont de mceurs
anthropophiles et occupent les habitats et leurs voisinages (Touloun, 2004). Leur mode de
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déplacement est attribué essentiellement a leur dépendance stricte de micro-habitats particuliers
(Hmimou, 2009).
1.4.2 Comportement

Les scorpions sont de meeurs nocturnes qui s’éveillent au crépuscule et connaissent leur
maximum d’activité entre 20h et 24h, de nature craintive, peu agressive et lucifuge (Goyffon, 2002 ;
Ward et al., 2018). Actifs au printemps et en été ils entrent en hibernation des le début de I'automne.
En hiver, les scorpions ne quittent guére leur abri et chassent & I'aff(t et possédent une faible vision
(Vachon, 1952), Ils sont tres résistants a tous les facteurs d’agression de 1’environnement tels que
I’asphyxie, I’immersion, ’extréme chaleur, le jeline et méme les radiations ionisantes conférant ainsi

une véritable indépendance a 1’égard du milieu extérieur (Stockmann et Ythier, 2010).

1.4.3 Régime alimentaire
Les scorpions sont des arthropodes prédateurs qui détectent leurs proies par des sens de
contact et de son (Gahéry et al., 2021). lIs sont des animaux carnivores, généralement insectivores a
digestion externe tres lente. Exceptionnellement les scorpions mangent de petits reptiles (lézards,
grenouilles...) ainsi que de jeunes mammiféeres (les rongeurs), et certaines especes de scorpions sont
naturellement enclines au cannibalisme, surtout chez les individus les plus jeunes (Jaulin et al., 2010;
Raviv et Gefen, 2021).

1.4.4 Prédation et parasitisme
Dans leur milieu naturel, les prédateurs des scorpions sont principalement les rapaces

nocturnes, les Iézards, les vipéres et les hérissons en milieu rural, les gallinacés telles que ; les poules
et les dindons, ils sont généralement parasités par des nématodes (larves de Mermithidae) et par des

acariens (Acaridae, Pterygosomidae...) (Jared et al., 2020).

1.4.5 Reproduction

Les scorpions sont des animaux ovovivipares ou vivipares (Lourengo et al., 2018). Les males
pour retrouver les femelles peuvent parcourir des centaines de metres. La reproduction peut se
produire d’une fagon sexuée avec un accouplement précédé par une parade nuptiale qui peut durer
jusqu’a une heure, certaines espéces sont parthénogénétiques (Braga-Pereira et Santos, 2021). Chez
les scorpions, la période de gestation s'étend de 3 a 18 mois et la maturité sexuelle est atteinte apres 6
a 96 mois. La portée peut contenir de 6 a 105 jeunes (Vaucel et al., 2021). Le processus de naissance
lui-méme peut durer plusieurs heures & plusieurs jours. A la naissance, un jeune scorpion est blanc
enveloppé d'un chorion et subit en moyenne cinq mues avant d’atteindre la maturité (Habibulla,

2016).
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1.4.6 Autres particularités
Les scorpions peuvent supporter des doses de radiations ionisantes supérieures a 100 fois la

dose mortelle pour I’Homme, du fait de la fluorescence de leur tégument en lumiere ultraviolette
(Gaffin et al., 2012). Les scorpions des milieux arides semblent étre les plus résistants a ces
radiations (Stockmann, 2015). lls résistent également a I'asphyxie, aux infections microbiennes et
peuvent supporter une déshydratation allant & 40% de leur poids car ils ont des couches

supplémentaires de lipides sur leur exosquelette ce qui réduit les pertes d'eau (Chiariello, 2017).

2 Le venin des scorpions

2.1 L’appareil venimeux

L’appareil venimeux du scorpion est logé dans la partie terminale du dernier segment
abdominal ou telson renflé (Mullen et Sissom, 2019). Le telson est constitué de deux parties : la
partie glandulaire ou les glandes a venin qui sont des organes d’excrétion rattachables au tube
digestif, et d’un aiguillon effilé terminé par deux orifices latéraux servant la sortie du venin (Abd El-

Atti et al., 2020) (Figure 3).
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Figure 3: Telson de scorpion (a)

Coupe transversale de la vésicule a venin (Polis, 1990) (b)

10



Revue bibliographique

2.2 Levenin

2.2.1 Lacomposition du venin

Le venin du scorpion est un mélange complexe de plusieurs substances (Furtado et al., 2020).
Il peut étre obtenu, soit par stimulation manuelle ou électrique (Oukkache et al., 2013) ou par
macération du telson (Ozkan et al., 2006 ; de Roodt et al., 2019). Le venin est un liquide visqueux
ombré de pH acide. Composé des mucus, des sels inorganiques, de molécules a haute masse
moléculaire, des enzymes (mucopolysaccharides, hyaluronidases, acétylcholinestérase...), des
inhibiteurs de protéases, de molécules de faible masse moléculaire (les sérotonines et les histamines)
ainsi que des molécules peptiques (8 a 7) kDa représentent uniquement 2 a 3% du venin brut et sont
responsables de la quasi-totalité des effets toxiques induits chez les animaux (Fuzita et al., 2015 ;
(Minutti-Zanella et al., 2021).
L’essentiel des connaissances acquises sur les venins de scorpions se rapporte aux espéces d’intérét
médical en particulier ceux de la famille des Buthidae (Touloun, 2019). La plupart des toxines ont été
isolées a partir du venin de ces scorpions et se caractérisent par leurs propriétés pharmacologiques et
immunologiques (Kalayci et al., 2016; Munawar et al., 2018; Saez et Herzig, 2019). Ces toxines
agissent sur les membranes des cellules excitables (cellules nerveuses et musculaires), par le biais des
canaux ioniques (Jiang et al., 2021 ; Diaz-Garcia et Varela, 2021). On reconnait actuellement quatre

familles de toxines qui agissent sur les canaux (sodium, potassium, calcium et chlore).

2.2.2 Les toxines actives sur les canaux sodium

Historiquement, elles constituent les premiéres a étre identifiées, isolées et purifiées. Leur
similitude est rapidement constatée et confirmée (Ortiz et Possani, 2018). Elles sont généralement
basiques, de masse molaire comprise entre 7000 et 8000 Da, contenant 60 a 70 résidus d’acides
aminés et formées d’une chaine polypeptidique réticulée par quatre ponts disulfures stabilisant leur
structure conformationnelle (Santibafez-Lopez et al., 2022). Cependant, leur grande similitude
n'empéche pas une spécificité d'espéces-cibles : on distingue des toxines actives sur les mammiferes
d'autres sur les insectes et d'autres sur les crustacés, et des toxines, a la fois anti-mammiféres et anti-
insectes ont été décrites (Srairi-Abid et al., 2019).

Ces toxines se fixent avec une trés grande affinité et induisent une prolongation du potentiel en
bloquant I’inactivation du canal sodique, qui se manifeste par une hyperexcitabilité du systeme
nerveux suite a une augmentation de la perméabilité du sodium et une libération accrue de

neuromédiateurs (Bhavya et al., 2016).
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2.2.3 Les toxines actives sur les canaux potassium

Cette famille de toxines, dont pres de quatre-vingts molécules ont été identifiées présentent
une grande diversité qui répond a la diversité des canaux potassium et constitue un outil
pharmacologique intéressant pour 1’étude structurale et fonctionnelle de ces canaux. Ces toxines
présentes en faible quantité dans le venin (<1% du poids sec), sont constituées d’une séquence
comportant environ trente a quarante résidus d’aminoacides reliés par trois ponts disulfures. De ce
fait, elles sont appelées également toxines courtes (Kuzmenkov et al., 2016).

La neurotoxicité des toxines actives sur les canaux potassium se traduit par un puissant effet
convulsivant lorsqu’elles sont injectées par voie intra-cérébroventriculaire. La premiére toxine de
cette famille a été identifiée et synthétisée par voie chimique et par ingénierie génétique est la
charybdotoxine, extraite du venin du Leiurus quinquestriatus. D’autres toxines bloquantes des
canaux potassium ont été isolées a partir du venin de diverses especes de scorpions, tant chez les
Buthidae que chez les Scorpionidae (Olamendi-Portugal et al., 2017). Le nombre de peptides de
venin de scorpion censés bloquer ou modifier la perméabilité des canaux potassiques dans les cellules

excitables et non excitables ont fortement augmenté ces derniéres années (Srairi-Abid et al., 2019).

2.2.4 Le mode d’action des toxines du venin

Les toxines du venin de scorpion dont la plupart sont de petites toxines peptidiques ciblent les
canaux ioniques présents chez les mammiféres et les insectes (Quintero-Hernandez et al., 2013). Une
fois fixées sur le site, la toxine inhibe I'inactivation du canal ce qui se traduit par une dépolarisation
prolongée et par conséquent, une excitation neuronale. Ces neurotoxines présentes dans le venin
agissent sur les canaux sodium des cellules excitables, en prolongant ’ouverture de ce canal de
sodium (Bahloul et al., 2017), et possédent aussi une action cardiotoxique directe et indirecte. En
effet, sur le myocarde par ’hypersécrétion de catécholamines dans le plasma qui induit la majorité
des effets systémiques sévéres, y compris la 1ésion du myocarde, I’cedéme pulmonaire et le choc
cardiogénique (Pucca et al., 2015 ; Bucaretchi et al., 2016; Housley et al., 2017). Les neurotoxines
présentes dans le venin constituent un puissant activateur du systéme nerveux autonome et
engendrent une libération massive des neurotransmetteurs issus des terminaisons nerveuses
sympathiques et parasympathiques et des glandes surrénales. On assiste donc théoriquement a la fois
a une action para-sympathicomimétique suite a la libération d’acétylcholine, et une action
sympathicomimétique (libération de catécholamine dont font partie I’adrénaline et la neurodrénaline)

(de Céssia et al., 2019). Cette décharge est responsable d’une défaillance multi-viscérale des organes,
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incluant une insuffisance cardiorespiratoire associée a une défaillance neurologique (Abroug et al.,
2020).

3 L’envenimation scorpionique

3.1 Epidémiologie de I’envenimation scorpionique

3.1.1 Epidémiologie de I’envenimation scorpionique a I’échelle mondiale

L’envenimation scorpionique constitue un sérieux probléme de santé publique et une vraie
menace dans plusieurs pays du monde, en particulier, au centre et sud d’Amérique, au nord d’Afrique
et au moyen orient (Lourengo, 2018; Ward et al., 2018; Touloun et Moudden, 2021). Plus de 1,2
million de piqlres de scorpion se produisent chaque année dans le monde, en particulier dans les
régions tropicales et subtropicales et plus de 4000 décés sont enregistrés chaque année dans le monde
(Ebrahimi et al., 2017) (Figure 4).

Limites . N
dedistribution I *! . - 100

Figure 4: Incidence mondiale (pour 100000 habitants) des piqdres de scorpions (Chippaux, 2009)
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3.1.2 Epidémiologie de I’envenimation scorpionique au Maroc

Au Maroc ’intoxication par piqlre de scorpion représente une vraie problématique de santé
publigue durant les périodes chaudes. En effet, selon le Centre Anti-poison et de Pharmacovigilance
du Maroc (CAPM), la pigdre de scorpion occupe la premiére place parmi les différentes intoxications
(30-50%) avec un taux d’incidence allant de 0 & 2,4 % selon les régions (Soulaymani et al., 2005).
Celles qui sont les plus touchées par cette problématique étaient Marrakech-Tensift-Al-Haouz
(32,2%), Souss-Massa-Draa (17,7%), Chaouia Ouardigha (14,7%), Tadla Azilal (10,2%) et Doukkala
Abda (6,1%). L’incidence variait en fonction des régions, elle était de 16 pour 100 000 habitants pour
la région de Fes-Mekneés et de 296 cas pour 100 000 habitants pour la région de Draa Tafilalt. Le taux
de létalité générale dans les six régions a risque était de 2,34%o. (CAPM, 2017). Le nombre maximal
des cas de déces a été enregistré & Marrakech- Tensift El Haouz avec une incidence annuelle de 1,2%o
variable de 0 & 2,6%o selon les régions et chaque année, dont 90% sont rapportées chez les enfants
agés de moins de 15ans (Touloun et al., 2012 ; Ward et al., 2018) (Figure 5).
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Figure 5: Cartes synthétiques de I’incidence des envenimations scorpioniques au Maroc
(D’aprés Tamim, 2010)

3.2 Physiopathologie de I'envenimation scorpionique

La physiopathologie de I’envenimation scorpionique est essentiellement liée a la présence de
neurotoxines dans le venin, qui affectent les membranes des cellules neuronales et musculaires,
touchant a la fois le systéme nerveux, cardiovasculaire, immunitaire et respiratoire, déstabilisant ainsi
I’axe neuro-immuno-endocrinien (Abroug et al., 2020). Les actions hémolytiques et enzymatiques
quand elles existent sont tres secondaires. La plupart des manifestations cliniques observées au
niveau des organes sont causées par l'excitation neuronale et la libération de neurotransmetteurs
(Bahloul et al., 2010 ; Darkaoui et al., 2022). Cependant, I’effet neurotoxique de ces venins se traduit

par plusieurs actions :
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3.2.1 Action sur le systéme nerveux

Expérimentalement I'injection intra-cérébro-ventriculaire de venin purifié chez le chat, le lapin et
le rat entraine des manifestations treés variées d'excitation du systéme nerveux : état d'agitation,
tremblement, mouvement anormaux, convulsion, rigidité des muscles, hyperthermie et troubles
respiratoires (Sofer, 2013 ; Nencioni et al., 2018). La stimulation du systéme nerveux sympathique
est source de tachycardie, d’hypertension artérielle, de mydriase, de sueurs profuses et de rétention
urinaire. La stimulation du systeme parasympathique entraine une hypersécrétion bronchique, une
hypersalivation, une bradycardie, une hypotension artérielle, un priapisme et un myosis, un des effets
sympathiques ou parasympathiques peut prédominer mais le plus souvent les deux effets varient de

facon dynamique (Abraha et al., 2018).

3.2.2 Au niveau cardiovasculaire
Le venin du scorpion stimule les deux branches du systéme nerveux autonome, et libére les
catécholamines et la rénine qui ont un effet toxique direct sur les myocytes cardiaques (Alvarez et al.,
2021). Ce dysfonctionnement cardiaque se traduit par une décharge importante des catécholamines.
Cest a ce stade qu’apparaissent des altérations polymorphes non spécifiques de
Iélectrocardiogramme (ECG), associant des troubles du rythme (tachycardie ou bradycardie)
(Kalantri et al., 2020).

3.2.3 Au niveau gastro-intestinal

Au niveau gastro-intestinal, les manifestations cliniques observées lors d’une envenimation
scorpionique sont essentiellement les vomissements, les diarrhées, 1’hypersalivation, la distension
gastrique et la dysphagie. Cependant, rarement une hématémese et un méléna peuvent étre observés
(Nour Eldin et al., 2022).

3.2.4 Action sur le systeme respiratoire

L’envenimation scorpionique peut entrainer des troubles respiratoires a savoir une tachypnée,
une dyspnée laryngée, une irrégularité du rythme ventilatoire et une insuffisance respiratoire aige.
Ces troubles sont dis a I’action du venin a différents niveaux : systéme nerveux central, corpuscule
carotidien, voie réflexe empruntant les voies afférentes vagales (Godoy et al., 2021). Parfois
provoque un cedéme aigu pulmonaire, une polypnée et un blocage respiratoire (Shetty et al., 2019).

Les symptomes d’une envenimation peuvent étre classés en trois grades (Tableau 1).
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Tableau 1: Symptémes cliniques de I’envenimation scorpionique (Benaissa et Assala, 2020)

Grades Symptémes

Manifestation locale (éruption bulleuse, érythéme, démangeaisons,
Grade |
fourmillement, douleur, nécrose...).

Manifestations mineurs (hyperthermie-hypothermie),
Manifestations digestives (vomissements, distension abdominale,
Grade 11 diarrhée, hémorragie gastro-intestinale, pancréatite),
Hypertension, priapisme, rétention d’urine, sudation, frisson,

tachycardie, agitation, mydriase...

Grade 111 Manifestations graves mettant en jeu le pronostic vital (détresse
rade
cardiovasculaire, respiratoire et neurologique).

L'évolution parait spontanément et rapidement favorable dans les envenimations du stade 1. Elle est
favorable dans plus de 50% des cas au stade 2, avec une prise en charge hospitaliére. L’évolution au
stade 2 vers le stade 3 se fait dans 5 a 10% des cas, ce stade étant fatal dans 30 a 40% des cas (Pierre,
2015).

3.3 Traitement de I’envenimation scorpionique

Il n’y a pas de consensus sur le traitement de I’envenimation par piqiire de scorpion.
Actuellement la conduite thérapeutique comporte deux volets, un traitement spécifique visant a
neutraliser le venin, par administration d’un sérum antivenimeux et un traitement symptomatique

ayant pour but de corriger les troubles engendrés par I’action du venin sur I’organisme.

3.3.1 Traitement spécifique (Immunothérapie antiscorpionique)

Découverte en 1894, la sérothérapie est le seul traitement étiologique des envenimations
scorpioniques basée sur I'utilisation des anticorps de hautes affinités, ayant la capacité de se combiner
aux molécules du venin, afin de les neutraliser et augmenter 1’élimination (Azza, 2015). L'anti-venin
devrait étre administré le plus tét possible et par voie intraveineuse pour une meilleure diffusion et
pour faciliter la complexation avec le venin (Nait Mohamed et Laraba-Djebari, 2021). Cependant, ils
sont particuliérement controversés aussi bien en Afrique qu’en Inde en ce qui concerne leur utilité et
leur efficacité dans le traitement de I'envenimation scorpionique (Sifi et al., 2018).

En effet, il existe une crainte des effets secondaires, ainsi qu’une inquiétude de

I'administration incorrecte d'anti-venin, soit par une autre voie que la voie intraveineuse ou a des
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doses insuffisantes. Au Maroc la stratégie de lutte contre les piqglres et les envenimations
scorpioniques a exclu le sérum antiscorpionique (IgG en intramusculaire) du protocole de prise en
charge depuis 2001. Cette décision a été fondée sur les travaux de recherche qui ont prouvé son

inefficacité (Soulaymani et al., 2002).

3.3.2 Traitement symptomatique

Le traitement symptomatique vise a corriger les effets de I’envenimation et sera adapté au type de
manifestations cliniques. Pour les piglres de scorpion sans manifestations systémiques qui présentent
une douleur locale importante, un traitement symptomatique est généralement suffisant, a base
d’antalgiques, ou par infiltration locale d’anesthésiques (Xylocaine). La douleur peut étre soulagée
efficacement en refroidissant la zone d’inoculation (Djilani et al., 2020), par la suite la partie atteinte
sera immobilisée. Pour le traitement de l'cedéme aigu du poumon I'oxygénothérapie (OAP), la
ventilation en pression positive continue, les dérivés nitrés, la restriction hydrique et diurétique, ce
traitement s’attachera a réduire la douleur et le syndréme inflammatoire (Chippaux, 2016). En cas du
choc cardiogénique (Dobutamine) le patient doit étre gardé en observation pendant une durée
minimale de 24 heures, méme s’il ne présente aucune manifestation clinique d’envenimation

(Dufour-Gaume et Milleliri, 2020).

3.3.3 Les alternatives utilisées pour le traitement de I’envenimation
scorpionique

Malgré les progrés scientifiques et médicaux réalisés au Maroc, les populations locales des
régions d’endémie scorpionique ont souvent recourt a des soins thérapeutiques traditionnels dus a
leurs croyances, a la grande efficacité de ces soins et & cause des difficultés d’accés aux structures
sanitaires. Le traitement de ces envenimations au Maroc constitue toujours une problématique a
cause de I’absence des antivenins, ce qui pousse encore les habitants du milieu rural a persister dans
cette approche traditionnelle (Nait Mohamed et Laraba-Djebari, 2021). En effet, face a ces piqdres
les pratiques courantes de guérison sont multiples :

o Lavage par I’eau de Javel : C’est une méthode empirique tentée au Maroc mais reste inutile

car I’eau de javel est toxique pour ’homme et surtout s’il n’est pas dilué (El yassir, 2013).
o La pose du garrot: Est le geste de premier secours le plus utilisé dans les pays tropicaux,
I'ensemble des auteurs s'accordent sur le fait que le garrot retarde l'apparition des symptomes

et que ces derniers sont brutalement aggravés par la levée du garrot. 1l est inefficace et
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dangereux. Un membre, bras ou jambe garrottés peuvent étre ischémiés et donc amputés a
cause d’un garrot (Soulaymani et al., 2000).

Les scarifications du site de piqlre: C’est aussi inutile, car la scarification peut au
contrairement faire entrer le venin égaré en sous-cutané dans la circulation générale et
aggraver la situation de I’envenimé. Les scarifications, si faites dans des conditions douteuses,
peuvent occasionner d’autres infections voire le tétanos qui est une maladie redoutable
(Touloun, 2004).

Le lait caillé, la chair séchée de fouette-queue, le sel gemme rouge, gaz de butane....
(Touloun, 2004).

Certains ont recours a ’élevage d'animaux domestiques (chats, poulets et hérissons...), pour

introduire une chaine alimentaire permettant de limiter la prolifération des scorpions.

Aspiration du venin : L’élimination physique du venin par le point de pénétration est évidente.
Pour autant, efficacité n’a toujours été démontrée, malgré de nombreuses tentatives, il y’a
plusieurs systémes d’aspiration instrumentale du venin : Aspivenin®, Extractor®, Venom-
Ex® peuvent étre rangés dans une catégorie trés voisine de la thérapeutique traditionnelle. Les
systémes d’aspiration instrumentale ont fait I’objet d’études expérimentales qui ont montré
leur faible efficacité (Bush et al., 2000). Le venin diffusé trés rapidement dans I’organisme et
I’action locale de I’aspiration est trop limitée pour avoir un rendement suffisant. Cette
méthode risque donc de faire perdre un temps précieux et d’entrainer une aggravation des

Iésions nécrotiques au niveau de la zone d’application de la ventouse (Alberts et al., 2004).

Dénaturation chimique du venin : L’application locale de substances chimiques, acides, bases,
détergents, liquides biologiques divers (bile ou urine) est également trés souvent pratiquée,
c’est une application qui a prouvé son inefficacité car la structure des toxines des venins
scorpioniques reste ordonnée, méme dans I'eau portée a ébullition ou apreés traitement par des

agents dénaturants (Lourengo, 1991).

Dénaturation physique : La chaleur, sous forme de flamme nue ou de cautére, provoque des
brllures sévéres. Les Iésions causées par ces brllures sont considérables et hors de proportion
avec I’improbable efficacité de cette méthode c’est une pratique empirique déconseillée car

elle est trés dangereuse (Chani et al., 2010).

L’application directe ou trop prolongée de la glace sur la peau est également déconseillée (El

yassir, 2013).
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e Le choc électrique : Que cette pratique curieuse soit réelle ne prouve évidemment pas qu’elle
soit efficace. Elle est douloureuse et dangereuse. Les justifications pseudo-scientifiques telles
que, ionisations des protéines du venin, stimulation des défenses de 1’organisme ou électro-
spasme vasculaire ralentissant la diffusion du venin sont négligeables face a I’inefficacité
totale et potentiellement dangereuse. Elle a été interdite aux Etats-Unis d’Amérique par la
“’Federal Drug Administration’” (W.H.O, 2001).

Dans la plupart des cas, la diffusion trés rapide du venin limite ’intérét de ces méthodes, dont

les effets secondaires sont souvent trés séveres

Parmi ses soins traditionnels figure la phytothérapie par I’utilisation de certaines plantes médicinales.
L’efficacité de plusieurs plantes sur I’envenimation scorpionique a été prouvée, par les différents
principes actifs qu'elles renferment (Alam et Gomes, 2003 ; Jiménez-Ferrer et al., 2005; Memmi et
al., 2007; Nasim et al., 2013 ; Bouimeja et al., 2018 ; 2019).

Puisque l'utilisation du traitement spécifique et symptomatique est limitée (Soulaymani-Bencheikh et
al., 2002 ; Chippaux, 2009). Aussi toutes les pratiques traditionnelles précitées ci-dessus sont inutiles
voir dangereuses. Alors, les plantes médicinales restent la seule alternative efficace au traitement des

piqgdres, elles sont plus courantes, facilement disponibles et moins chéres (Bahekar et al., 2012).

4 Plantes utilisees comme reméde contre les pigUres de scorpions au Maroc

Il existe environ 500 000 especes de plantes sur la terre, dont 80 000 ont des propriétés
médicinales (Souilah et Medjroubi, 2018). Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), dans
certains pays du monde et en particulier dans les pays en voie de développement d'Asie, d'Afrique et
d'’Amérique latine, 80% de la population dépend de la médecine traditionnelle surtout en milieu rural
du fait de la proximité et de I'accessibilité de ce type de soins au colt abordable et surtout en raison

du manque d'accés a la médecine moderne de ces populations (OMS, 2004).

En effet, plusieurs études réalisées sur les traitements traditionnels contre I'envenimation
scorpionique a base de plantes ont mis 1’accent sur le probléme de toxicité ou d'interaction pouvant
causer des échecs thérapeutiques ou des accidents, mais durant ces dernieres années un grand intérét
a été dirigé vers la phytothérapie traditionnelle qui a permis d'approfondir I'analyse de son efficacité
thérapeutique et surtout de son aspect toxicologique qui reste en rapport avec l'avancement de la
phytothérapie (Maiza et al., 1993).
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Le Maroc constitue un véritable réservoir phytogénétique avec environ 4500 espéces et sous-
espéces de plantes vasculaire (Boubekri et al., 2020). La diversité du relief et les bioclimats les plus
variés a donné lieu a un grand nombre d’espéces endémiques (Bergier et Thevenot, 2012 ; Hachi et
al., 2015).

Ces caractéristiques lui permettent d'occuper une place privilégiée parmi les pays
méditerranéens ayant une tradition médicale ancienne et le savoir-faire traditionnel basé sur les
plantes médicinales (Scherrer et al., 2005). Cependant, la flore médicinale marocaine reste mal
connue ; parce que sur quelques milliers d’espéces végétales, le nombre recensées ne dépasse pas 600
espéces et plus de 360 espéces sont utilisées pour le traitement d’une grande variété de maladies
(Fakchich et Elachouri, 2014 ; EI Haouari et al., 2018) représentent respectivement 8, 69% et 14,28%

de la flore marocaine totale (Alaoui et al., 2018).

La médecine traditionnelle marocaine a ses racines qui appartiennent a la médecine arabe
classique, a laquelle ont été ajoutées des innovations apportées par les populations locales. Le savoir
thérapeutique traditionnel marocain est arabo-berbére dans sa constitution, avec également une
contribution africaine et andalouse (Chraibi et al., 2018). De plus, le climat tempéré du pays a permis

I'adaptation de nombreuses plantes non indigenes (Rhafouri et al., 2014).

Le Tableau 2 présente les espéces de plantes utilisées pour le traitement des envenimations
scorpioniques. Les principaux organes utilisés (86,66 %) sont la partie aérienne (tige, feuille, fleur,
graine isolée, fruit), les extraits de la partie aérienne (galle, gomme, latex, résine, suc, goudron...) et
les autres organes sont aussi utilisés. Ce choix peut étre expliqué par la facilité et la rapidité de la
récolte mais aussi, selon les intentions des usagers, par le fait que ces organes soient exposés au soleil
ce qui leur procure des vertus et des bienfaits. Cela pourrait étre dd au phénoméne de photosynthese
qui favorise la biosynthése et le stockage des métabolites secondaires (El Rhaffari, 2002). Alors que
les modes de préparation varient en fonction de la partie de la plante utilisée. Par voie orale, nous
trouvons des décoctions, des infusions et des breuvages souvent additionnés d'eau, de lait ou d'huile.
Par voie externe, ce sont des applications du broyat, du produit grossier de I'écrasement sous forme

de cataplasme (Dupré, 2010).
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Tableau 2: Quelques plantes médicinales utilisées dans le traitement des pigdres scorpioniques

Nom Partie utilisée Mode de Mode
Nom scientifique vernaculaire Famille de la plante préparation D’application Référence (s)
Acacia gummifera Willd. Gommier du : El Rhaffari et Zaid,
Maroc, Talh Fabaceae Feuilles Cataplasme E 2002
Allium cepa L. Oignon trituré Amaryllidaceae Bulbe Cataplasme E Bellakhdar, 1997
Boukef , 1986;
Allium sativum L. Ail Alliaceae Bulbe Cataplasme E Emarr;ﬁé—ZOtabl,
Aristolochiapaucinervis Pomel. Berztm Aristolochiaceae Bulbe Cataplasme | Jlmearlllez-ZIB%rSrer et
Aritolochia Longa L. Bereztem Aristolochiaceae Racine Decoction : Kahouadji, 1995
Artemisia campestris L. Chih Astéracées Feuilles Décoction I Memmi et al.,
2007
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S Asperge, . .
Asparagus officinalis L. Sekkoum Asparagaceae Tige Cataplasme E Salhi et al., 2010
Astragalus armatus L. Azemroug Fabaceae Partie aérienne Cataplasme E El Rhazf'(f)%rzl, Zaid,
Astragalus gombiformis Pomel. OUCth:éTOUCh Fabaceae Partie aérienne Décoction | El Rhaffari, Zaid,
2002
Baltandieraamaena Batt. Bsal Eddib Oleaceae E El Rhaffari, Zaid,
Bulbe Cataplasme
2002
Bupleurumsemicompositum L. Adolfsa Apiaceae Fleur Cataplasme E El Rhazfg‘)%rzl, Zaid,
Calotropice precera Aiton. pgomdrgrenge Asclepiadaceae Feuilles, Fruit Jus | G.R.I.P.T, 2001
Citrullus colocynthis L. La cHoaIr(])g;JImte, Cucurbitacées Racine Cataplasme, jus E:;l Bellakhdar, 1997
L’ehdeja
Citrus limon L. Citron Rutaceae Fruit, graine Jus | Otero et al., 2000
Charnot, 1945
Conium maculatum L. Sikran, Barbus Apiaceae Racine Décoction | Kahouaji, 1995
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Cresso cretica L. Henna Lythraceae Plante entiere Cataplasme E El Rhazf(f)%rzn, Zaid,
Echinacea purpurea L. Hérisson Astéracées . . . Valnet, 2001 ;
Racine Décoction 1
Bruneton J, 2009
Eryngium creticum Lam. un panicaut Apiaceae Feml_les, Décoction | Jaghabir, 1991;
Racine Oukkacheet
al.,2014
Eryngium triquetrumVahl. Zreyga, Apiaceae Racine Lev, 2002 ;
chdukazrak Cataplasme E Yesilada et
al.,2003
. . . El Rhaffari,
Euphomia cornuta Pers. Moulbina Euphomia Latex Juice I Zaid, 2002
Euphorbia guyoniana Boiss. Euphorbe de . Latex Décoction Bouhadjera et
Guyon Euphorbiaceae | al.,2005
Euphorbia resinifera Berg. Zaggoume Euphorbiaceae Latex Cataplasme E Bellakhdar, 1997
El Rhaffari,
] Rremt/Tassayt Amaranthaceae Feuilles Cataplasme E Zaid,2002
Hammada scoporia L. Assay
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Haplophyllum Tuberculatum

Maizaet al.,1993,
OuldEl-Hadjet al.,
2003, Chehma et

Guyonianum Boiss.

Forssk Fidjel Rutacées Partie aérienne Jus Djebar,
' 2008 ;Hadjaidji-
Benseghier et
Derridj, 2013
. . . El Rhaffari, Zaid,
Helianthe mumkahiricum Del. AssgherSsem Cistaceae Feuille Cataplasme 2002
Feuille, graine
Humiriantheraampla L. Surucucaina Icacinaceae et racine Cataplasme Luiz et al., 2007
Hutt et Houghton,
1998 ; Al-Asmari
Lactuca serriola L. Assafernsem Compositaie Partie aérienne jus etal., 2017 ;
Bouimeja et al .,
2019
Huile essentielle Baudoux,
Lavande Aspic L. khouzama Lamiacees Décoction 2009;Zahalka,
2010
Limoniastrum Zeta Plumbaginaceae Fleur Décoction Hadjadj, 2015
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Acérola - Bontemps, 2009 ;
Malpighiae marginata L. Az-zourodr Malpighiacées Fruit Jus Valnet, 2001
Maizaet al., 1993,
Ould El Hadj et
Matricaria pubescens Desf. Schultz Asteraceae Feuilles, Fleur Jus al.,2003 et
Garteufa Hadjaidji-
Benseghier et
Derridj, 2013
Nitrariaretusa Forssk. Ghardag Zygophyllaceae Fruit Cataplasme Chahma, 2006
Basilic S
Ocimum basilicum L. Hbak Lamiacées Feuille Decoction Lacoste, 2014
Peganum harmala L. Harmel Zygophyllaceae Graine Décoction Bouallala, 2014
Apocynaceae . El Rhaffari, Zaid,
Pergulariatomentosa L. Sollakha Feuilles Cataplasme 2002
pnisvert Tahri et al., 2012
Pimpinella anisum L. Habbat halawa Apiaceae Feuille, scocti anrretal., ;
P fruit Decoction Bellakhdar, 1997
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i i Fersig, afersi Bellakhdar,
Tamarix gallica L. Tgrfav Tamaricaceae Feuilles Cataplasme E 1997;Hammiche et
L’aériche Maiza, 2006

Bellakhdar, 1997

Thapsia garganica L. Derrias Apiaceae Racine, résine Décoction I Bouimeja et
al.,2018

Zygophyllum album L. Bougriba Zygophyllaceae Feuille Décoction | Bouallala, 2014

I Interne

E : Externe
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4.1 Les principes actifs

4.1.1 Définition

Le principe actif est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou
préventif pour I'Homme ou I’animal (Akinyemi et al., 2018). Les principes actifs d'une
plante médicinale sont des composants naturels présents dans celle-ci. lls conféerent a la
plante son activité thérapeutique. Bien que, souvent en quantité extrémement faible
dans la plante, il est issu des plantes fraiches ou séchées. On retrouve les principes
actifs dans toutes les parties de la plante, mais de maniére inégale. Dans une méme
plante, tous les principes actifs n'ont pas les mémes propriétés. L’oranger en est
I’exemple type, pendant que ses fleurs sont sédatives ; son écorce est par contre
apéritive. Parmi les parties utilisées : les feuilles, les fleurs, les racines, les écorces, les

sommités fleuries ou encore les graines (Saouli, 2019).
4.1.2 Différents groupes des principes actifs

- Les Polyphénols :

Le régne végétal constitue une source importante de polyphenols. Ces derniers sont
présents dans toutes les parties de la plante mais avec une répartition quantitative qui
varie entre les différents organes et tissus. Ces molécules sont pourvues de différents
réles dans la plante, notant les agressions climatiques ; stress biotique ou abiotiques
contribuent aussi & la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur,
astringence, ardbme, amertume) (Samec et al., 2021). Ces composes photochimiques
polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique & 6 carbones. lls se
subdivisent en sous classe principales ; les acides phénols, les flavonoides, les lignines,
les tanins (Madi, 2018).

- Les tanins:

Tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux danimaux. On distingue deux catégories : les tanins
condensés, polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de carbone,
non hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des
anthocyanidines. Les tanins hydrolysables, polyméres a base de glucose dont un radical

hydroxyle forme une liaison d'ester avec l'acide gallique (Girard et Bee, 2020).
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- Les anthocyanes:

Sont issus de I’hydrolyse des anthocyanides (flavonoides proches des flavones), qui
donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleue, rouge ou pourpre. Ces puissants
antioxydants neutralisent les radicaux libres. 1ls maintiennent une bonne circulation,
notamment dans 1’organisme. Il existe plusieurs plantes tres riches en anthocyanes tels
que la mure sauvage (Rubus fruticosus) et la vigne rouge (Vitis vinifera) (Krga, 2018).

- Les saponines:

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales (Saponaire officinale).
Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpenoides, certaines
saponines peuvent présenter un certain nombre d'activités pharmacologiques, telles que
les activités antitumorales, antioxydantes, anti-inflammatoires, antidiabétiques et
neuroprotectrices, elles ont aussi un effet sur I’activit¢é hormonale (Hussain et al.,
2019 ; Nguyen et al., 2020).

- Les flavonoides:

Les flavonoides sont généralement des antibactériennes (Blaise et al., 2021). lls
peuvent étre exploités dans plusieurs domaines comme les industries cosmétiques,
alimentaires et pharmaceutiques. Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-
inflammatoires et antivirales (Rahmouni, 2019).

- Les alcaloides :

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére alcalin et
de structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve généralement dans
plusieurs familles des plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans l'eau et
I'alcool et ont un godt amer et certains sont fortement toxiques (Togola et al., 2019).

- Les coumarines:

Les coumarines, constituent une classe importante de produits naturels, de
différents types, se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et les huiles essentielles des graines (Berkal et Bouchama, 2016). lls possédent
des propriétés trés diverses. Certaines coumarines contribuent a fluidifier le sang
(Melilotus officinalis) alors que d’autre, soignent les affections cutanées (Apium

graveolens) (Bahaoui et Kadri, 2019).
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4.2 Principes actifs a effets anti-venin de scorpion

L’efficacité de plusieurs plantes sur 1’envenimation scorpionique a été
démontrée. Leur intérét est lié aux différents principes actifs qu'elles renferment et qui
agissent en profondeur sans agresser l'organisme, en stimulant ses défenses

immunitaires (Khacheba et Benamarm, 2008).

Les plantes médicinales ayant un potentiel anti-scorpion contiennent différents types
de flavonoides, stéroides, triterpénoides, alcaloides, tanins et coumarines.
Généralement, les composants chimiques sont multifonctionnels car ils remplissent
simultanément plusieurs fonctions biochimiques ou pharmacologiques (Tableau 3).
Cependant, ces plantes médicinales font toujours 1’objet des tests pharmacologiques et
phytochimiques afin d’étre considérées comme efficaces contre 1’envenimation du

scorpion (Butt et al., 2021; Telli et al., 2022).

30



Revue bibliographique

Tableau 3: Propriétés symptomatiques recherchées lors de 1’utilisation des plantes

antivenimeuses scorpioniques et leur principe actif responsable

Symptémes Activité recherchée Principe actif responsable Réference
Douleur Antalgique, Anti-inflammatoire Sapom?es, flavo,n0|des, Tahiri etal., 2022
terpénes et stérols
Alcaloides, coumarines,
Edeéme Anti-inflammatoire saponines, flavonoides et Coulibaly et al., 2020
tanins
Quercétine, acide P-
. Anti-inflammatoire. Anti- coumarique, acide Dupre, 2013 ; Elansary et
Necrose oxydante chlorogénique, rutine, al., 2020
flavonoides
Angoisse Sédatif B-sitostérol Panayotis et al.,2021
Infection Antiseptique Quercétine, acide gallique, Tunit et al., 2022

coumarines

Hémorragies

Hémostatique

Flavonoides, tanins
catéchiques et saponines

Harouak et al., 2022

Troubles
respiratoires

Analeptique respiratoire

Myricetine, flavonoides
glycosylés, stéroides aglycones

Jakimiuk et al., 2021

Troubles ; : Dias et al., 2021
Antispasmodique Fl i '

digestives avonoides Magozwi et al., 2021
ChO(.J Tonicardiague Kaempfergl, quercetine, Rahman et Husen, 2021
cardiaque corticoides

Zeng et al., 2019;
Fievre Diuretique Flavonoides Cechinel-Zanchett et

al.,2020

Paralysies Stimulation motrice Stéroides glycosylés, Yadav et al., 2020

epigallocatechine
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4.3 Modes d’actions des extraits des plantes a activités
antivenimeuses scorpionique

L'efficacité des plantes contre les piqlres de scorpions peut étre due a des effets
anti-inflammatoires, anti-pyritiques et analgésiques (Jain et al., 2020). Les principaux
composants de certaines plantes utilisées contre 1’envenimation scorpionique tels que
le B-sitostérol, les flavonoides et la quercétine présentent une action anti-inflammatoire
et analgésique (Ding et al., 2021). Ces composés peuvent étre présents en quantité
suffisante chez différentes espéces, ce qui se traduit également par une action
remarquable sur les pigdres de scorpions. Un mécanisme possible peut impliquer la
complexation des composants avec le venin et l'interdiction ultérieure d'agir sur les
récepteurs. Un autre mécanisme peut impliquer un antagonisme ou un métabolisme
rapide des catécholamines libérées a la suite de I'interaction du venin avec le récepteur
(Nakib et al., 2016 ; Nait Mohamed et Laraba-Djebari, 2021). La sévérité de I'effet
d'envenimation peut également étre réduite par une stimulation non spécifique du
systeme immunitaire qui aurait comme résultat une neutralisation ou une phagocytose
des peptides du venin.

De nombreuses plantes possedent des propriétés susceptibles de traiter les troubles

cliniques lors d’une envenimation scorpionique par plusieurs actions telles que :

Effet symptomatique

L’action symptomatique de certains principes actifs des plantes soulage les
patients présentant des troubles venimeux en luttant contre les symptémes observés
lors d’une envenimation tel que le bornéol et I'acétate de bornyle pourraient étre parmi
les plus importants antagonistes de 1’effet de I’acétylcholine sur la médullaire surrénale
(Tachikawa et al., 2000 ; Park et al., 2003), probablement inhibiteur de la libération
massive de catécholamines, qui est 'un des facteurs de la symptomatologie des
patients piqués par le scorpion. L’effet de ces composés, plus ’activité de la B-pinene,
qui a une activité relaxante démontrée sur un cobaye isolé pourrait expliquer
I’antagonisme de I’extrait d’Aristolochia elegans sur la contraction induite par le venin

de scorpion (Sivaraj et al., 2018).

Action antalgigue

L’action du venin est particulierement douloureuse et nécessite parfois un

traitement antalgique vigoureux, et les plantes constituent une source pharmaceutique
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infinie, comme D’illustre la découverte de la molécule de tramadol a 1’état naturel a
partir de la plante Nauclea latifolia L. (Inserm, 2013). Les enzymes phospholipases
jouent un réle capital dans la cascade qui entraine des réactions douloureuses et
inflammatoires. L'inhibition de ces enzymes peut soulager I'envenimation du scorpion
(Emam et Al-Otabi, 2022).

Action anti-inflammatoire

L’action anti-inflammatoire est la plus courante et la plus répandue. Elle a été
observée avec les flavonoides, les coumarines, les triterpénes, les stérols autres que les
corticoides et les saponines (Saudagar et Saokar, 2019). De plus, de nombreuses études
semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires et
gu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire par
inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations,
ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant I’inflammation en inhibant
I'expression des médiateurs inflammatoires (Maleki et al., 2019). Autres composés ont
montré une activité anti-inflammatoire comme : d-cadinene, 1,8-cinéole, magnoflorine,
a-pinene, B-caryophylléne, R-sitostérol et I'acide aristolochique (Kim et al., 2019 ; Ang
et al., 2021). Ces derniers exercent leurs effets anti-inflammatoires en inhibant la
phospholipase A2, dont l'activation produit la libération des substances inflammatoires

dérivées de I'hydrolyse des phospholipides (Giresha et al., 2022).
Action locale

Dans le mode d’action locale on cite divers composés a savoir 1’acide
valérénique qui posséde une forte affinité pour les récepteurs GABA, ce qui confere
une activité sédative aux racines de valériane, de méme pour ’acide rosmarinique
présent dans les feuilles de mélisse et de sa puissante activité antioxydante. Par
ailleurs, d’autres molécules apparaissent comme ayant des propriétés
pharmacologiques similaires voire complémentaires. C’est le cas du citral, du B-
caryophylléne, du bornéol, de 1’eugénol, des acides ursolique et oléanolique (Pineau,

2012 ; Ordaz et al., 2018 ; Sik et al., 2020).

Action diurétique, tonicardiaque

De nombreuses plantes ont des propriétés diurétiques reconnues et sont
largement employées dans diverses affections notamment pour traiter I'hypertension

artérielle, l'insuffisance cardiaque et certains cedémes. Par ailleurs, on trouve que la
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plante Lavandula officinalis L. utilisée dans la phytothérapie antivenimeuse (Zahalka,
2010 ; Astaraki et al., 2020 ; Karadag et al., 2021) est un excellent décontractant
musculaire, utilisé aussi en tant qu’antidépresseur, antispasmodique, sedative et
diurétique et comme un tonique (Sarra et al., 2020). Il a été rapporté aussi que d'autres
composés identifiés ont montré une activité vasorelaxante comme : la magnoflorine et
le 1,8 cinéole (Lahlou et al., 2002 ; Shaikh et al., 2020 ; Kumar et al., 2020 ; Thibane
et Mudau, 2022).

Effet antidote

Cet effet ne peut étre confirmé que par une étude expérimentale rigoureuse. Les
travaux de Jiménez-Ferrer et ses collaborateurs, (2005) ont prouvé que les extraits de
Bouvardia ternifolia contiennent de l'ursolique et I’acide oléanolique, qui sont
impliqués dans l'activité antitoxine de cette plante. Plusieurs mécanismes pourraient
étre impliqués dans 1’effet antidote des plantes ; la complexation des composés avec le

venin et en empéchant sa réaction avec les récepteurs (Astaraki et al., 2020).
Antidotes systémiques

Ils concernent une fonction physiologique cible du venin. Plusieurs modes
d’action peuvent étre décrits : la compétition (substitution du toxique par I’antidote au
niveau du site effecteur), I’antagonisme (action opposée entre I’antidote et le venin sur
le méme systéme) (Chippaux, 2002 ; Adaika et al., 2021). Les plantes médicinales
ayant un potentiel contre le venin du scorpion contiennent divers types de flavonoides,
stéroides, triterpénoides, alcaloides, tannins et coumarines. L’activité d’une plante ne
peut étre attribuée a un seul constituant ; mais elle est due a ’effet synergique de divers
constituants sur diverses structures cibles (enzymes et récepteurs). Les constituants
chimiques sont généralement multifonctionnels car ils exécutent plus d'un ou des
fonctions pharmacologiques simultanément (Nasim et al., 2013 ; Shah et al., 2018 ;
Telli et al., 2022).
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Chaptre 1: Materiel et Methodes
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1 Enquéte épidémiologique prospective et ethnobotanique sur le
traitement des envenimations scorpioniques dans les régions
Marrakech- Safi et Béni Mellal-Khénifra

Afin de déterminer les plantes utilisées pour le traitement des envenimations
scorpioniques dans les régions les plus touchées par ce fléau au Maroc, une enquéte
prospective et ethnobotanique a été menée pendant une année, auprés des personnes
victimes de piqlires scorpioniques a 1’aide d’un questionnaire (Annexe I). Le temps

consacré a I’enquéte était d’environ 30 minutes pour chague participant.

1.1 Zones d’étude

Cette étude a été réalisée au niveau de deux régions réputées par leur taux élevé de

scorpionisme :

1. La région de Marrakech-Safi limitée au Nord par la région de Casablanca-Settat,
a I’Ouest par ’océan Atlantique, a I’Est par la région de Béni Mellal-Khénifra et au Sud
par la région de Souss-Massa. La région de Marrakech-Safi s’étend sur une superficie de
39 167 km® et compte 4 520569 habitants selon le 2°™ Recensement Général de la
Population et de I’Habitat (RGPH2, 2014). La région compte sept provinces : Chichaoua,
Al Haouz, El Kelaa des Sraghna, Essaouira, Rehamna, Safi, Youssoufia et une préfecture,
celle de Marrakech. Le nombre de communes est de 215 dont 18 urbaines et 197 rurales.
Le climat est aride ou semi aride en général et sub-humide a humide dans I’Atlas et le
littoral. La pluviométrie y est trés variable, ce qui caractérise la diversité de la situation
géographique représentée par la zone de plaine et la zone montagneuse du Haut Atlas sous
forme de plateaux étagés. Elle est caractérisée par sa richesse et sa diversité en faune et en
flore selon 1’Observatoire Régional de I’Environnement et de Développement Durable
(OREDD, 2015).

2. La région de Béni Mellal-Khénifra située entre 1’Atlas et les provinces littorales
atlantiques qui regroupent sur le plan administratif cing provinces : Azilal, Béni Mellal,
Fquih Ben Salah, Khénifra et Khouribga, avec 135 communes dont 16 Municipalités et
119 Communes Rurales. La position géographique de la région de Béni Mellal-Khénifra,
lui confére une diversité climatique qui varie d’un climat humide (sommets de la chaine du
Haut Atlas et certains pics du moyen Atlas) a un climat sub-aride en contrebas des massifs

montagneux. Le climat dominant est de type continental : trés froid en hiver avec des étés
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treés chauds selon les données de la Direction Générale des Collectivités Locales (D.G.C.L.,
2015) (Figure 6).

[ = = e— LG
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Figure 6: Localisation des deux régions étudiées

1.2 Population et recueil des données

L’enquéte a été effectuée au niveau des régions marquées sur la carte ci-dessus (Figure

6) entre 2016 et 2017 ol on a interrogé les personnes victimes d’une piqire scorpionique
(piquées et traitées).

e Criteres d’inclusion : Nous avons inclus dans cette étude ethnobotanique toutes

les classes d’dges, toute personne déja envenimée et traitée par I’envenimation

scorpionique.

e Criteres d’exclusion : Sont exclus de I’enquéte, toute personne piquée mais

n’ayant subi aucun traitement.
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Le questionnaire est divisé en quatre parties (Annexe 1) permettant de récolter des
renseignements sur le patient, sur I’identification du scorpion responsable, sur les
circonstances de 1’accident. Aussi, des questions liées au type de traitement utilisé
(traitement au milieu hospitalier ou par I’utilisation de la médecine traditionnelle basée sur

I’utilisation des plantes).

1.3 Validation du questionnaire

Pour évaluer la fiabilité de notre questionnaire (grille d’entretient) nous avons
utilisé le test de la consistance interne et la fidélité test-retest qui permettent d’indiquer le
degré de répétabilité des scores d’un test en fonction du temps. Cette estimation refléte
également la stabilité des caractéristiques évaluées par le test. Dix participants ont rempli
le questionnaire deux fois a trois semaines d’intervalle. La corrélation test-retest a montré
une bonne stabilité dans le temps avec une cohérence interne et des réponses adéquates ont

été observées avec un coefficient alpha de Cronbach de 1’ordre de 0.88.

1.4 La taille d’échantillon

La taille d’échantillon a été déterminée a 1’aide du logiciel Epi info en choisissant
une précision de 5%, un niveau de confiance de 95% et un taux de réponse estimé de 50%.
La taille de 1’échantillon final requise était de 1’ordre de 186 avec une marge d’erreur de
0.49%.

[Commentaire [A1]:

1.5 Identification des espéces botaniques

L’identification taxonomique des plantes a été effectuée en se référant a certains
ouvrages et catalogues des plantes du Maroc (Kahouadji, 1986 ; Belkhadar, 1997).
D’autres ouvrages plus récents ont été utilisés pour la reconnaissance des espéces tels que

le Med-checklist (Ducerf, 2018 ; Lider et al., 2019 ; Delachaux, 2019).

1.6 Considérations éthiques

Dans cette étude nous avons respecté 1’anonymat et la confidentialité des données.
Les fiches d’investigation et la base de données sont analysées statistiquement et archivées

en toute sécurité.
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1.7 Analyse statistique

Les données recueillies sont enregistrées dans une base de données, codées, saisies et
analysées a I’aide du logiciel SPSS (IBM SPSS STATISTIC 26 : 10-4651F).

> Analyse descriptive

Les résultats sont exprimés en fréquence et pourcentage pour les variables
qualitatives, et en moyenne +/- d’écart type ou en médiane avec quartiles pour les variables
quantitatives.

» Analyse univariée

Cette analyse fait appel au test de Chi 2, au test exact de Fisher et au test de Mann-

Whitney avec un seuil de signification inférieur & 0,05.
» Analyse multivariée

Analyse statistique représentée par le test de corrélation entre les paramétres étudiés
dans D’enquéte. Seules les variables qui possédent une corrélation statistiquement
significative sont présentées sous forme des tableaux croisés a 1’aide du test Pearson Chi-

Square.

2 Etude phytochimique des plantes Thapsia garganica et Lactuca
serriola

2.1 Présentation des plantes étudiées

D’aprés les résultats de 1’étude épidémiologique, nous nous sommes intéressés a
I’étude phytochimique des deux espéces de plantes fréquement utilisées par la population
enquétée, Thapsia garganica et Lactuca serriola choisies selon des critéres de sélections :

2.2 Critéres de sélections des plantes

Un certain nombre de criteres ont été pris en compte pour sélectionner avec soin les
plantes a étudier, parmi ces criteres leur utilisation en médecine traditionnelle. Pour cela
une étude ethnobotanique a été réalisée sur les plantes pouvant avoir une activité
antivenimeuse et c¢’est le critére principal qui domine notre choix (Younis et al., 2018 ;

Colalto, 2018). Par ailleurs, plusieurs plantes employées en médecine moderne ont été
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découvertes par I’intermédiaire d’investigations ethnobotaniques (Andary et al., 2019;
Dahmoune-akkouche, 2021), afin d’intégrer de nouvelles molécules et de nouvelles voies
d’applications thérapeutiques ayant un fort potentiel d’activité du fait de leurs usages

traditionnels largement répandus.

Ainsi, les indications du guérisseur traditionnel et les résultats de I’enquéte qui
certifie I’'usage empirique des différentes préparations traditionnelles des plantes, sont donc

extrémement importantes pour une sélection efficace.

On cite aussi entre les critéres la chimiotaxonomie ou la classification des plantes
en fonction de leurs métabolites secondaires. De ce fait, on a procédé a une recherche
approfondie dans la littérature qui nous a permis d’avoir des connaissances sur leur
contenu phytochimique, qui est trés riche en principes bioactifs responsables de 1’activité
recherchée (Fatah et al., 2020; Benseddik, 2021).

D’une part I’étude ethnobotanique nous a permis d’établir une liste préliminaire de
plantes potentiellement intéressantes a des fins thérapeutiques antivenimeuses peu ou pas
étudiés jusque la. D’autre part, les criteres de séléctions des plantes nous a permis la
séléction des deux plantes Thapsia garganica (feuilles et racines) et Lactuca serriola

(parties aériennes) pour des études ultérieures.

2.2.1 Thapsia garganica (John Sibthorp, 1787)

a. ldentification botanique

C’est une plante vivace, a tige florifére dressée, peu ramifiée, atteignant environ
1,50 m de haut. Elle posséde de grandes feuilles en touffes, trés découpées a division
linéaires pourvues d’un pétiole en gaine a la base, les supéricurs sont réduits a la gaine
épaisse, d’un vert grisitre comme la tige. Les fleurs sont de petites tailles, jaunes, et
disposées en grandes ombelles presque sphériques. Les fruits sont ovales, atteignent plus
de 2 cm de longueur, largement ailés. Les racines sont en forme de rhizomes. La floraison
a lieu entre Auvril et Juillet (Benseddik, 2021) (Figure 7).
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Figure 7: Les différentes parties de Thapsia garganica
(A : Feuilles; B: Racine; C: Fruits; D: Fleurs)

Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Thapsia

Espéce: Thapsia garganica (John Sibthorp, 1787)

b. Usage thérapeutique

Thapsia garganica L. est appelé aussi « Aderias » en Amazigh ou « Bounafaa » en
arabe. La résine de ses racines et de ses tiges est souvent utilisée comme reméde contre

certaines maladies comme la stérilit¢ féminine, la fiévre, les pneumonies et pour le
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soulagement des douleurs rhumatoides (Miara et al., 2019). Elle est également utilisée
comme anti-irritant et dans le traitement des maladies pulmonaires et du catarrhe (Alilou et
Akssira, 2021). La résine a la pharmacopée frangaise en 1937 servait & préparer divers
papiers révulsifs, sparadraps et topiques utilisés en usage externe. Au Maroc, les Thapsia
spp sont utilisées dans la médecine traditionnelle surtout comme révulsif et plus rarement
comme purgatif drastique (Khamadj et Dahmani, 2019). La plante a fait ’objet de
plusieurs études dans le traitement du cancer de la prostate (Jaskulska et al., 2020). Les
chercheurs ont congu a partir de la thapsigargine, I’un des principes actifs du Thapsia, la
pro-drogue G202 hydrolysée par une carboxypeptidase membranaire spécifique des
cellules cancéreuses de la prostate. Cette hydrolyse active la G202 qui inhibe la pompe
SERCA ce qui induit la mort de ces cellules (Jaskulska et al., 2020 ; Mahmood et al.,
2021). On [lutilise aussi mélangée & la farine en cataplasmes contre les morsures

d’animaux venimeux ou enragés (Bammi et Douira, 2002 ; Bellakhdar, 1997).
c. Répartition géographique de Thapsia garganica

Thapsia garganica est une plante méditerranéenne présente au Maroc, en Algérie,
en Tunisie et en Libye (Dobignard et Chatelain, 2010 ; Zahaf et al., 2019), mais aussi en

Turquie, en Espagne, au Portugal, en Italie et en Grece (Skuhrava et al., 2020).

Au Maroc, dans la région de 1’Achach, elle apprécie les clairieres forestieres, les
paturages sablonneux et rocailleux, les steppes, dans la plaine et les basses montagnes
(Bammi et Douira, 2004).

d. Récolte et authentification de ’espéce

La plante est collectée dans la région d’Amizmiz (54 Km Sud-Est de Marrakech)
(31,2185 ; -8,2404), au mois de Mai, période pendant laquelle la plante possede le
maximum d’éléments actifs (Berri, 2011 ; Djahida et Houcine, 2021). L’identification
taxonomique du matériel végétal a été authentifiée par Pr. Ahmed Ouhammou responsable
de I’herbier régional Mark de I’Universit¢ Cadi Ayyad Faculté des Sciences Semlalia,
Marrakech. Un échantillon de la plante entiére de T. garganica est également informatisé
dans une base de données, avec le spécimen d’herbier « voucher »
correspondant (MARK10013). Les feuilles et les racines de T. garganica (Figure 7) sont
séchées au laboratoire a I’ombre, tout en évitant la poussiére et 1’humidité, pour garder

leurs propriétés pharmacologiques. Apres séchage, les feuilles, contenant la majorité des
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principes actifs, sont détachées facilement. Ensuite, les deux parties de la plante sont
broyées a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre fine qui sera

tamisée pour obtenir a la fin celle d’un diamétre inférieur a 63pum.

2.2.2 Lactuca serriola (Linng, 1756)
a. ldentification botanique

Lactuca serriola est une plante herbacée, annuelle, dressée, a racine pivotante et
une tige érigée de 0,5 a 1,2 métres de hauteur. Les feuilles sont pennatilobées, auriculées,
plus ou moins découpées, a pourtour épineux, vrilles, de couleur verte, a limbe parcouru
d’un fin réseau de nervures blanchatres uniformément denticulées-épineuses (Fennane et
al., 2014 ; Chadha, Florentine, 2021). Dans un capitule, les fleurs sont toutes ligulées,
jaunes. Les fruits sont de petits akenes grisatres a pappus blanc (Figure 8). L. serriola
présente la particularité d’orienter ses feuilles selon I’axe Nord-Sud, dans un plan
perpendiculaire au sol, ce qui la protége contre la brllure du soleil et limite 1’évaporation
ce qui lui a valu le nom de « plante boussole » (Lebeda et al., 2019; Abdul-Jalil, 2020).

Figure 8: Feuilles, fleurs, fruits de la plante Lactuca serriola

Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : magnoliopsida

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Lactuca Espéce :

Lactuca serriola (Linné, 1756).
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b. Usage thérapeutique

L. serriola appelée aussi Assafar n-sem en amazigh et Achbat sem en arabe est utilisée
en médecine traditionnelle pour différents traitements comme stomachique pour purifier le
sang, guérir la bilieuse, dans la sensation de brlure, maux de téte, troubles du nez (Salih,
2019 ; Lebeda et al., 2019) et comme diurétique, émollient et anticonvulsivant (Bouimeja
et al,, 2019; Awan et al, 2020). L. serriola possede des propriétés sédatives et
hypnotiques qui calment I’excitation nerveuse et provoquent le sommeil. Elle est
également, caractérisée par des vertus antispasmodiques qui calment les spasmes, avec des
activités émollientes qui réduisent ’inflammation (Qasem, 2015 ; Abd EI Gawad et al.,
2019). C’est un excellent reméde contre les troubles digestifs, les spasmes gastriques, en
cas d’anémie, de constipation, d’insomnie et d’anxiété. Elle est efficace contre la toux
irritante, la bronchite, la coqueluche, et les affections cutanées inflammatoires (Alshathly
et Elsharkawy, 2014 ; Bubenchikov et al., 2020). L. serriola est également utilisée pour
traiter les morsures de serpents et les piqlres de scorpions (Bellakhdar, 1997). Des études
biologiques et phytochimiques ont permis de confirmer ’activité cytotoxique sur des
lignées cellulaires cancéreuses humaines (Kim et al., 2007 ; Salih, 2019). Les feuilles de
Lactuca serriola sont riches en vitamines, en sels minéraux et en lactones
sesquiterpéniques qui améliore I'appétit et soulage I'inflammation (Rasul et al., 2020; Ali,
2021). Alors que dans la racine on trouve de lactucine, de lactucopicrine aussi trés riche en
antioxydants tel que : la quercétine, ’acide caféique et les caroténoides (khalid et al.,

2013 ; Abd ElGawad et al., 2019).

c. Reépartition géographique de Lactuca serriola

Lactuca serriola est présente dans le monde entier, en Europe, au Nord de la
Scandinavie, d’Afrique du Nord, dans les régions tempérées d’Asie occidentale et centrale
(Carter et Prince, 1985) et d’Australie (Amor, 1986a). On la trouve également partout aux
Etats-Unis, & I’exception du Nord du Maine et du Sud de la Floride (Uva et al., 1997). On
la trouve dans tous les pays Africains, le plus fréqguemment a des altitudes élevées et
pendant la saison fraiche. L. serriola est originaire d’un climat méditerranéen sec en été.
Au Maroc, on trouve L. serriola partous dans le pays sur de petites superficies (Beharav et
al., 2018).
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d. Récolte et authentification de ’espéce

La plante a été collectée a Had Ras El Ain au sud d’El Kelaa des Segharna (32.979832,
-7.393713) en plein champ sur des sites agricoles non contaminés, au mois d’Avril
(période de floraison de la plante) (Chadha et al., 2021). L’identification taxonomique du
matériel végétal a été authentifiée par Pr. Ahmed Ouhammou responsable de I’Herbarium
de I’Université Cadi Ayyad, de la faculté des sciences Marrakech. Un échantillon des
différents organes de la plante est également enregistré dans une base de données avec le
spécimen d’herbier « voucher » correspondant (MARK10940). Les parties aériennes de la
plante a I’état frais ont été collectées et nettoyées sous I’eau courante, séchées au
laboratoire a 1’ombre puis broyées afin d’obtenir une poudre fine de la plante qui servira a

I’extraction.

3 Obtention des extraits méthanoliques des plantes étudiées

Pour I’obtention des extraits méthanoliques des plantes étudiées nous avons utilisé :
- 100 g de poudre des parties aériennes de L. serriola.
- 100 g de poudre de feuilles de T. garganica.

- 100 g de poudre de racines de T. garganica.

Les extraits méthanoliques sont obtenus par extraction a 1’aide de I’appareil de soxhlet
(Figure 9a). On introduit 100 g de poudre de la plante dans la cartouche filtrante et 500 ml de
solvant dans le ballon. Cette extraction en continu est menée jusqu’a extraction totale des
composés extractibles pendant 24 heures. L’extrait récupéré, filtré par papier filtre sans cendre
(Wattman N°4) et I’évaporation du solvant est réalisée a ’aide d’un évaporateur rotatif (Figure
9b), puis
conservé a 4°C
jusqu’a son
utilisation (Hamdi et al.,

2017).
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Figure 9: Obtention des extraits de plantes a I’aide du Soxhlet (a)

Evaporation du solvant par un évaporateur rotatif (b)

3.1 Détermination du rendement des extraits des plantes étudiées

Le rendement des extraits est déterminé en pourcentage de la masse de 1’extrait obtenu
par rapport au poids de la matiere séche utilisée apres élimination de toute trace de solvant.

Il est calculé en utilisant la formule suivante :

[ R (%) = (Pbp — Pbv) x 100 / PMS ]

Pbp : Poids du ballon plein en extrait de plante
Pbv : Poids du ballon vide

PMS: Poids de la matiere séche de la plante

3.2 Screening phytochimique

Des tests en tube sont réalisés sur les extraits végétaux obtenus afin de déterminer de
maniére préliminaire les classes phytochimiques contenues dans les plantes analysées. Il
s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation

ainsi que sur des examens sous lumiére ultraviolette.

3.2.1 Les flavonoides
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La réaction a la cyanidine a permis de détecter la présence des flavonoides. 5 g de
plante sont extraits (soxhlet) par 30 ml d’éthanol pendant 1 heure. Dans un tube & essai, a 5
ml d’extrait, Iml d’acide chlorhydrique est ajouté a 0.5g de Magnésium. L’apparition

d’une coloration rose ou rouge signifie la présence des flavonoide (Blaise et al., 2021).

3.2.2 Les terpénes et les stérols
Les terpénes et les stérols ont été déterminés par la réaction de Liebermann. 1ml de
chaque extrait est ajouté a 1ml d’un mélange d’anhydride acétique. Apres agitation, le
résidu obtenu est chauffé jusqu’a ébullition. Aprés refroidissement, 0.5 ml d’acide
sulfurique concentré est ajouté avec précaution. L’apparition d’une coloration verte

indique la présence des terpenes et des stérols (Wutsqga et al., 2021).

3.2.3 Les tanins (galliques ou cathéchiques)
Pour détecter les tannins, a 1 ml d’extrait de chaque échantillon on a ajouté 2 ml
d’H,0 et 2 & 3 gouttes de FeCls (1%). En présence des tanins, une coloration bleu-noire
(tanins galliques) ou bleu-vert (tanins cathéchiques) se développe (Hamadou et al., 2018).

3.2.4 Lessaponines
La présence des saponines a été mise en évidence par le test de mousse. Dans un
tube a essai, 5 ml de chaque extrait a été ajouté. Apres agitation de 15 secondes, la
formation d’une mousse stable dans le milieu réactionnel pendant plus de 15 min indique

la présence des saponines (Ndjolo et al., 2018).

3.2.5 Les anthocyanes
Pour le criblage des anthocyanes, a 2 ml d’extrait des plantes étudiées, on a ajouté 2
ml d’HCI (2N) et quelques gouttes d’ammoniac. La présence d’anthocyanes est déterminée
suite a la coloration qui s’accentue par acidification puis vire au bleu violé en milieu
basique (Kallo et al., 2018).

3.2.6 Les quinones
Pour procéder au screening des quinones, 2 ml de chloroforme sont ajoutés a 2 g de
la plante avec 2 ml d’HCI (0.1 N). Aprés 2h d’incubation, le mélange réactionnel est agité
avec 5 ml d’ammoniaque a 50%. Une coloration rose, rouge ou violacée s’apparait si la

réaction est positive (Bashige et al., 2020).

3.2.7 Les alcaloides
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Pour révéler la présence des alcaloides, 1 ml d’extrait a été ajouté & 5 ml d’HCl
(2N) et 2 & 3 gouttes de réactifs de Dragendorff. L’apparition d’un précipité ou d’une
coloration orange indique la présence des alcaloides dans notre échantillon (Narmada et
al., 2020).

3.2.8 Les coumarines
Pour détecter la présence des coumarines, 1 ml d’extrait est placé dans un tube a
essai et recouvert avec un papier imbibé de NaOH (1N) et porté a ébullition pendant 10
min. L’observation d’une fluorescence jaune témoigne la présence des coumarines apres
examen sous UV (Khalil et Mustafa, 2020).

3.3 Analyse phytochimique quantitative

3.3.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été déterminée en se basant sur la
méthode de Folin-Ciocalteu suivant le protocol décrit par Lister et Wilson (Lister et
Wilson, 2001). Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Les deux acides sont réduits,
lors de ’oxydation des phénols, en mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgOy3) et de
molybdeéne (MogOz3) (Chedea et Pop, 2019). L’intensité de cette coloration renseigne sur
le contenu en polyphénols totaux dans le mélange.

Une prise de 100 pl d’extrait [0.1 mg/ml] est mise en présence de 750 pl du réactif de
Folin-Ciocalteu dilué & 1/10. Apres agitation vigoureuse et repos du mélange pendant 5 mn
a 22°C, 750 ul d’une solution de carbonate de sodium (Na,COs3) a 7,5% sont ajoutés.
L’absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec I’acide gallique (0 -
0.3mg/ml) est mesurée a 760 nm aprés 90 min d’incubation. Les résultats sont exprimés en

équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (GAE/g ES).

3.3.2 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits bruts est déterminée selon la méthode au

trichlorure d’aluminium décrite par Yu et al. 2021. Le principe de la méthode est basé sur
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I’oxydation des flavonoides par le trichlorure d’aluminium et la soude, entrainant ainsi la
formation d’un complexe rose qui absorbe a 510 nm. Une prise de 500 pl d’extrait diluée
est mise dans un tube en présence de 2 ml d’eau distillée additionnée de 150 pl d’une
solution de nitrite de sodium (NaNO; & 5%). Aprés 6 min d’incubation & température
ambiante, 150 pl d’une solution fraichement préparée de chlorure d’aluminium (AICI3 a
10%) sont ajoutés au mélange. Ensuite, on a ajoute & ce dernier 2 ml d’une solution de
NaOH a 4% aprés 6 min de repos, puis on a ajusté le volume final 4 5 ml avec de I’eau
distillée. L’intensité de la couleur rose est mesurée a 510 nm apres 15 min d’incubation.
Une gamme étalon a base de catéchine est également préparée dans les mémes conditions.
Les résultats sont exprimés en équivalent de catéchine par gramme d’extrait sec (CAT/g
ES).

3.3.3 Dosage des tanins condensés

L’estimation du contenu en tannins condensés également connus sous le nom de
proanthocyanidines (dérivés polymériques de flavan-3-ol) consiste a une dépolymérisation
de ces molécules en milieu acide suivit d’une formation d’anthocyanidols en présence de
vanilline analysables & 500 nm. Ainsi, 100 ul d’échantillon sont ajoutés & 1 ml de
(Vaniline-MeOH) & 4% et 0,5 ml de Tl’acide chlohydrique (HCI). Aprés 15 min
d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 500 nm (Mesmin et al.,
2018).

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant de la catéchine comme contrdle positif. Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent en catéchine par gramme d’extrait sec (mg Eq. Cat/g ES).

4 Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

L’identification des composés phénoliques a été réalisée par HPLC a I’aide d’un
appareil KNAUER avec une colonne (Eurospher Il 100-5 C18, 250 x 4,6 mm) équipée
d’une pompe (K/1001) et d’un détecteur a barrette diodes (200-700 UV-vis), un eurospher
I1 (100-5 C18), et une pré-colonne couplée a un détecteur UV (PDA). La phase mobile est
constituée d’un mélange de solvant A = acétonitrile et un solvant B = eau de phosphate
(pH=2,6), 5/95, v/v). Le volume d’injection est de ’ordre de 10 pl avec un débit de 1
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ml/min et une pression de 125 Bar. Pour le traitement des données on a utilisé le logiciel
Clarity Chrom. Les composés phénoliques sont détectés a 280 nm.

4.1 Analyse qualitative

L’analyse qualitative consiste a identifier un ou plusieurs composés d’un mélange
inconnu injecté. Pour ce faire, il faut utiliser des composés soupgonnés d’étre présent dans

I’échantillon. Chaque composé est caractérisé par son temps de rétention RT (min).

Les composés phénoliques ont été identifiés en comparant les pics trouvés a des
étalons de composés standards (10 ul) (acide ascorbique, acide gallique, acide tanique,
acide caféique, acide sinapique, épicatéchine, O-coumarique, acide P-coumarique, acide
sorbique, quercétine, acide ferrique, thapsigargine, rutine, acide chlorogénique) pour
s’assurer que le pic correspondant au composé déterminé (Ghnimi et al., 2014). L’élution
des composés phénoliques a été déterminée a une température de 25 °C pendant 60 min

apres application du gradient présenté dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Gradient d’élution des composés phénoliques par HPLC

Temps (min) A B
(%) (%)
Initial 95 5
10.00 87 13
13.00 82 18
20.00 82 18
23.00 75 25
35.00 75 25
40.00 70 30
41.00 15 85
50.00 10 90
52.00 5 95
53.00 5 95
54.00 0 100
59.00 0 100
60.00 95 5
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4.2 Analyse quantitative

L’analyse quantitative consiste a déterminer la concentration d’un ou de plusieurs
composés du mélange inconnu, une fois que ces composés sont identifiés. La méthode
repose essentiellement sur la détermination de la surface ou de la hauteur des pics. Ensuite,
on détermine la concentration des composés de notre mélange par la méthode de la courbe
d’étalonnage.

Pour ce faire, une courbe d’étalonnage d’acide gallique & quatre concentrations différentes
(0.15 mg/ml - 0.25 mg/ml - 0.5 mg/ml — 1 mg/ml) a été réalisée. Les différents composés
phénoliques ont été quantifiés par projection sur la courbe d’étalonnage de ’acide gallique
de concentration connue. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

5 Etude des activités biologiques des extraits de T. garganica et L. serriola

o Matériel biologique de I’étude in vivo (Souris méle Suisse Albinos)

Des souris (poids 25 + 2g) agées de trois mois fournis par I’animalerie de la Faculté
des Sciences Semlalia Marrakech, sont utilisées pour la détermination de la DLso par
injection sous-cutanée. Elles sont maintenues dans des cages transparentes avec acces ad
libitum a la nourriture et a ’eau et soumises a une photopériode de 12 h de lumiére (7 a 19
h) et 12 h d’obscurité (19 a 7 h) sous une température de (22 + 1°C). Durant cette étude,
nous avons veillé a travailler dans des conditions d’éthiques adoptés par 1’Organisation
Mondiale Sanitaire pour I’utilisation des animaux de laboratoire. La procédure a été menée
(8-17 h) conformément au protocole institutionnel selon la loi sur les animaux de 1986 du
Conseil Européen Directive : 86/609 CEE, qui est approuve par une éthique locale de
comité des Laboratoires de recherches de la Faculté de Sciences, Université Cadi Ayyad,
Marrakech, afin de réduire au maximum toute souffrance pour I’animal ainsi que le

nombre des animaux ne dépasse pas les exigences statistiques de I’expérience (Figure 10).
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Figure 10: Souris males Swiss

6 Evaluation in vivo de la toxicité aigué des différents extraits des
plantes étudiées par voie orale chez les souris

6.1 Etude de la toxicité aigué

La dose létale médiane (DLso) est la valeur statistique d’une substance chimique qui
provoque la mort de 50% d’une population donnée par la voie d’administration choisie et
dans des conditions expérimentales définies (Pillai et al., 2021).

Pour qu’un extrait de plante possédant des effets pharmacologiques puisse éventuellement
étre recommandé comme traitement, il est d’abord nécessaire que son activité apparaisse a
des doses non toxiques.

Pour les deux plantes, trois lots ont été répartis en 3 groupes de cing souris chacun, (au
total 15 souris/lot) qui sont maintenues a jeun pendant 24 h avant qu’elles regoivent les
différentes doses uniques par voie orale (gavage gastrique). Les souris du lot témoin ont
regu uniquement de 1’eau physiologique (NaCl a 0.9%). Les doses des lots traités sont
indiquées dans le Tableau 5.

Tableau 5: Doses des plantes utilisées dans le test de toxicité aigle

Doses des plantes étudiées

Extraits . . . .
méthanoliques Feuilles de T. garganica Racines de T. garganica Parties aériennes de L. Serriola
Doses 1- 3et5g/kg 0.1- 0.3 et 0.7 mg/kg 0.5- 2 et5 g/kg
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La prise du poids et I’observation des éventuels changements physiques ou
comportementaux (hypersalivation, convulsions, faiblesse, hérissement du poil, toilettage
excessif et tachycardie) a été enregistrés chaque heure durant les premiéres 24 heures, puis
tous les jours pendant 14 jours, ainsi que la létalité. La
réalisation d’une courbe donnant le pourcentage de mortalité en fonction du logarithme de
la dose conduit a une courbe dite courbe de Trevan a partir de laquelle on a pu déterminer
la DLsg.

6.2 Etude de Pactivité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de I’activité antioxydante
des extraits phénoliques. La plupart de ces tests reposent sur la coloration ou la
décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Notre étude est basée sur trois tests : le
test du piégéage du radical DPPH, le pouvoir réducteur et I’inhibition du blanchiment du p-
caroténe. Des modifications sont apportées afin de les optimiser et de les adapter a notre
étude.

6.2.1 Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

L’activité anti-radicalaire des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH est
réalisée selon la méthode décrite par Zbadi et al (2018). Cette méthode est basée sur la
mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil). Ce dernier, d’une couleur violette est réduit en 2.2-diphényl -1- picryl
hydrazine de couleur jaune en captant un atome d’hydrogéne.

Dans des tubes a essai, on introduit 2,5 ml des différentes concentrations de chaque extrait
et 0.5 ml d’une solution méthanolique de DPPH a une concentration de 0.2 mM. Aprés
agitation, le mélange réactionnel est mis en obscurité a température ambiante pendant 30
minutes. Ensuite la lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a une longueur
d’onde de 517 nm. L’activité antioxydante des extraits est exprimée en concentration
inhibitrice de 50% (Clso). Ce paramétre est défini comme étant la concentration de
I’antioxydant qui cause I’inhibition de 50% de I’activité de DPPH. Les valeurs des Clsg
moyennes sont calculées selon la formule suivante :

(Abs controle négatif — Abs échantillon)

1% = 1009
% Abs controéle négatif * 100%
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Avec :

1% : Pourcentage de ’activité anti-radicalaire

Abs contrdle négatif : Absorbance du contrdle négatif

Abs échantillon : Absorbance de I’échantillon

Un blanc contenant la méme quantité de méthanol et de DPPH a été utilisé comme contréle
négatif. L’hydroxytoluéne butylé (BHT) et la quercétine sont utilisés comme témoins
positifs avec des concentrations allant de 1’ordre de 0,48 & 1000 pg/ml. La concentration de
1’échantillon responsable de I’inhibition de 50 % (Clsp) est calculée a partir du graphique
présentant les pourcentages d’inhibition par rapport aux concentrations de 1’échantillon. La
valeur de Clsg la plus faible correspond a I’efficacité de I’extrait la plus élevée.

6.2.2 Test du pouvoir réducteur

Le potentiel réducteur de I’extrait est déterminé selon la méthode décrite par El
Moussaoui et al, (2019). Dans un tube a essai contenant 1 ml de solution d’échantillon, 2.5
ml de tampon phosphate (0.2 M, pH 6,6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium (KsFe
(CN)s al1%) sont ajoutés. Aprés incubation a 50 °C pendant 20 min, 2.5 ml d’acide
trichloroacétique a 10% (TCA) sont ajoutés au mélange et centrifugés a 3000 tr/min
pendant 10 min. Ensuite, 2.5 ml de surnageant sont mélangés avec 2.5 ml d’eau distillée et
0.5 ml de chlorure ferrique a 0.1% (FeCls). L’ absorbance est mesurée a 700 nm et la Clsg

est calculée.

6.2.3 Test de blanchissement du p-caroténe

Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes suite
a I’abstraction des atomes d’hydrogénes a partir de groupement méthylénes diallyliques de
’acide linoléique (Loucif et al., 2020). Ces radicaux libres vont par la suite oxyder la B-
carotene hautement insaturée qui perd ses doubles liaisons entrainant ainsi la disparition de
sa couleur rouge & 490 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser
les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique, et donc prévenir I’oxydation et le
blanchissement du 3-caroténe (Boudehane et al., 2019).
Une émulsion du B-caroténe/acide linoléique est préparée par solubilisation de 2 mg de B-
caroténe dans 20 ml de chloroforme. Ensuite, 4 ml de cette solution sont ajoutés a 40 mg
d’acide linoléique et 400 mg de tween 40. Aprés évaporation du chloroforme (40°C), 100

ml d’eau distillée oxygénée sont ajoutés. Apres agitation, des aliquotes de 10 pl d’extrait &
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différentes concentrations sont placés dans une plaque a 96 puits en présence de 150 ul
d’émulsion. Deux témoins (positif ot 1’échantillon est remplacé par 1’antioxydant de
référence (Quercetine et BHT) et négatif sans antioxydant sont aussi préparés en suivant la
méthode décrite par Koleva et al. (2002). Les microplaques sont alors mises en incubation
a 50°C pendant 120 min et I’absorbance est mesurée (a t = 0 et t = 120 min) & 490 nm
grace a un lecteur de microplaques. Le pourcentage d’inhibition (I %) est calculé comme
suit :
(Aéchantillon 2h — Atémoin 2h)

1% = X 1009
& (Ainitial témoin - Atémoin 2h) %

Acchantition 2h, Atémoin 2h sont les valeurs d’absorbance de p-caroténe aprés 2 h restant dans
les echantillons. Un Ajnitial wmoin €st les valeurs d’absorbance de B-carotene au début de
I’expérience. L’activité est calculée comme étant une concentration d’inhibition de 50 %
(Clsp).

6.3 L’activité analgésique

Pour évaluer I’activité analgésique périphérique des plantes étudiées, la douleur est
provoquée par des stimuli chimiques (acide acétique et formaldéhyde), alors que pour
’activité analgésique centrale, la douleur est provoquée par des stimuli thermiques (plaque
chauffante) (Yimer et al., 2020).

6.3.1 Test de la plaque chauffante

Ce test consiste a étudier la réaction de I’animal suite a une stimulation nociceptive

thermique de courte durée afin d’évaluer les propriétés analgésiques éventuelles des
différentes molécules des plantes étudiées.
Le dispositif utilisé est une plaque métallique chauffante dont la température atteint 55 +
4°C, sur laquelle se trouve un cylindre en polyester (13 x 17 cm). Le test consiste a mettre
I’animal sur la plaque chauffante (Figure 11), le temps de latence que met I’animal pour
lécher 1’une de ses pattes ou pour sauter est enregistré et considéré comme le temps de
réaction. La durée de ce test ne doit pas dépasser les 20 secondes pour ne pas endommager
le tissu cutané des pattes des souris (Purma et Venkateshwara, 2013 ; Deng et al., 2021).

Les animaux sont répartis en 4 lots de 5 souris. Le lot témoin a regu de I’cau distillée, alors

que les lots testés sont traités par ’extrait des plantes aux doses de 150, 300 mg/kg et ceux
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de référence par de la morphine (10 mg/kg du poids corporel). Juste aprés I’administration
des extraits, les souris sont placées 1’une apres 1’autre sur une plaque chauffante. Le temps
de latence mis par les souris avant de réagir est enregistré. L’augmentation du temps de
latence des animaux traités en comparaison avec les animaux témoins traduit I’action

analgésique des produits testés.

Cylindre en
polyester
Température -
constante (55 Chronométre
£ 1°C)

Figure 11: Dispositif de la plaque chauffante

6.3.1 Test au formol

Ce test est réalisé chez les souris selon le protocole décrit par (Miranda et al., 2001)
qui consiste a injecter une solution de formol diluée a 2% (20 pl/ souris) dans la plante de
la patte postérieure des animaux ayant préalablement recu la solution testée ou la solution
témoin. Cing groupes de cing souris sont traités comme suit : un groupe témoin négatif qui
a regu de I’eau distillée (0,5 ml/100 g du poids corporel) ; un groupe témoin positif traité
par I’acide acétylsalicylique (200 mg/kg du poids corporel) comme molécule de référence,
et les groupes traités par les extraits des plantes étudiées a des doses de 150 et 300 mg/kg
du poids corporel.
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Aprés I’injection du formol, les animaux sont placés dans une enceinte de plexiglas
transparente. Le temps de léchage de la patte 1ésée est mesuré pendant 30 min. La réponse
nociceptive est représentée par le cumul du temps de léchage de cette patte dans la phase
précoce (0-5 min) et dans la phase tardive (15-30 min). L’effet analgésique est évalué par
le pourcentage de protection contre la douleur (Figure 12).

Injection du
formol dans la
plante de la patte

Figure 12: Souris léche sa patte droite (b) aprés I’injection du formaldéhyde (a)

6.3.2 Test de contorsion

Ce test consiste a induire une action algogéne par I’administration de 1’acide

acétique a une concentration de 0,6% (0,1 ml / 10 g du poids corporel) par voie intra
péritonéale. Cette action provoque une sensation de douleur qui se manifeste, chez la
souris, par un mouvement d’étirement des pattes postéricures et de torsion de la
musculature dorso-abdominale, (crampes abdominales) (Yu et al., 2022).
Cing groupes de cing souris chacun sont traités comme suit : un groupe témoin négatif qui
a recu de I’eau distillée a 0,5 ml/100 g du poids corporel ; un groupe témoin positif traité
par ’ASA (200 mg/kg du poids corporel) comme molécule de référence, et trois groupes
traités par I’extrait méthanolique des plantes étudiées a des doses de 150 et 300 mg/kg.
L’effet analgésique des extraits étudiés administrés par voie orale 30 min avant I’injection
de I’acide acétique est déterminé par le dénombrement des torsions abdominales au cours
des 30 minutes suivantes (Kharatt et al., 2013) (Figure 13).
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L’activité est exprimée en pourcentage d’inhibition de la douleur pour chaque groupe traité

aux différentes doses.

(a)

Injection Crampe
intrapéritoncale abdominale
d’acide actique

Figure 13: Contorsion d’une souris (b) aprés injection intrapéritonéale d’acide acétique (a)

6.4 Etude de I’activité anti-inflammatoire

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits étudiés est menée suivant
la méthode décrite par Fitri et al. (2021). Trois lots de 5 souris ont recu les
extraits des feuilles, des racines de T. garganica et des parties aériennes de L. serriola par
voie orale a des doses de 150, et 200 mg/kg de poids corporel une heure avant I’injection
de la carragénine. L’inflammation aigué est induite par I’injection de la carragénine a 1%
(NaCl a 0,9 %) sous I’aponévrose plantaire de la patte postérieure droite de la souris
(Figure 14). Les mesures du volume de la patte sont effectuées avant ’injection de la
carragénine (Figure 16a) et au bout de 1,3 et 5 heures aprés ’injection (Figure 16b) a
I’aide du pied a coulisse (Figure 15). Le groupe témoin a recu un anti-inflammatoire
(Diclofénac 75mg/3ml). L’importance de 1I’cedéme est appréciée par la détermination de la
moyenne du pourcentage d’augmentation (% AUG) du volume de la patte de souris selon

la formule suivante :
%AUG=V-V,/V(*100
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Avec : Vt: Volume de la patte au temps t ; Vo : Volume initial de la patte

L’activité anti-inflammatoire est évaluée par le calcul du pourcentage d’inhibition (%INH)

de I’cedéme chez des souris traitées par rapport aux témoins selon la formule :

%AUGtémoin' %AUGtraité

%INH= x100
%AU Gtémoin
Injection intra-
articulaire de la
carragénine
Aponévrose |1
plantaire de la
patte Pi
ied a
coulisse
patte arriere
droite de

souris

Figure 14 : L’injection de la Figure 15 : Mesure de la
carragénine sous I’aponévrose  circonférence de la patte
plantaire de la patte d’une souris

(@) !

|

Patte avant I’injection Patte apres ’injection

Figure 14: La patte avant (a) et aprés I’injection de la carragénine (b)

6.5 Etude de la toxicité du venin des scorpions étudiés

6.5.1 Aires de répartition des especes de scorpions du genre
Buthus et comparaison de leur toxicité aigué (DLsp)
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Tous les scorpions étudiés appartiennent a la famille des Buthidae, qui posséde des
capacités surprenantes de résistance a I’agression environnementale (Akbar et al., 2021),
comme la déshydratation, les infections microbiennes et les rayonnements ionisants
(rayons gamma) (Elfiky et al., 2019). La famille des Buthidae reste la plus importante en
nombre d’espéces, et la plus connue d’un point de vue médical (Micaiah et al., 2018 ;
Gomez Rave et al., 2019). La toxicité des venins de Buthidea est due a des toxines qui
agissant essentiellement sur les canaux ioniques (Goyffon et Tournier, 2014 ; Kazemi et
al., 2019). Les espéces de scorpion étudiées Buthus occitanus, Buthus paris, Buthus
atlantis, Buthus lienhardi et Buthus mardochei ont été collectées respectivement dans
différentes régions du Maroc : la forét de Ben El Abbadia, Igunane, Ain Kaicher, Ghazoua
et Adrar (Figure 17). lls étaient logés dans des cages bien ventilées avec accés ad libitum &
la nourriture et a I’eau. L’identificaton des espéces a été faite selon une clé d’identification

appropriée (Vachon, 1952; Lourenco, 2003).

Buthus pans

.
Beni Mellal

0 150 300 km
e — Legend
% Site de collecte des
scorpions
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Figure 15: Répartition des sites de collecte des scorpions étudiés au Maroc

(Coordonnées GPS : Ain Kaicher : (32.731734,-6.584153) ; Igunane : (31.236062,-
7.807972) ; Ghazoua : (31.444830, -9.740321) ; forét de Ben El Abbadia :
(32.968663,-8.485489) ; Adrar : (30.426312,-9.562464)).

6.5.2 Scorpions de notre étude

L’étude de la toxicité du venin est effectuée sur deux espéces de scorpions Buthus
occitanus (Amoreux, 1789) (Figure 18) capturés dans la région d’Eljadida et Buthus
atlantis (Pocock, 1889) (Figure 19) collectés dans la région d’Essaouira. Les scorpions ont
été collectés en cherchant sous les pierres ou dans les terriers, ou ils préférent se nicher, en
les saisissants par la queue a I’aide de pince pour éviter de se piquer. La détermination
morphologique des espéces a été effectuée par le professeur Oulaid TOULOUN en suivant
la clé d’identification décrite par Lourenco (2003). Au Laboratoire les spécimens sont
maintenus en vie dans des récipients individuels dans 1’attente de 1’opération d’extraction

du venin.

Figure 17: Le scorpion Buthus Figure 16: Le scorpion Buthus
occitanus de la région d’Eljadida atlantis de la région d’Essaouira

6.6 Extraction du venin des scorpions

Les venins des espéeces étudiées ont été obtenus a partir des scorpions matures des
espéces citées par stimulation électrique du dernier anneau de la queue. Les scorpions ont

été d’abord anesthésiés par inhalation d’un mélange d’air et d’éther de pétrole, puis le
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cinquiéme anneau de la queue du scorpion est soumis & un courant électrique de 12V. Cette
excitation provoque une contraction de la musculature des glandes a venin ce qui entraine
I’émission immédiate d’une goutte de venin recueillie dans un tube Ependorff (Figure 20),
le venin obtenu est dilué avec de 1’eau bidistillée puis centrifugé a 15 000 rpm pendant 15
min. Le surnageant contenant la fraction toxique du venin est recueilli et conservé au

congélateur a 4°C pour une utilisation ultérieure.

Electrode de stimulation

Metasoma

Aiguillon Telson

Tube Goutte de venin

Y N

Figure 20 : Extraction du venin du scorpion par méthode électrique

6.6.1 Dosage des protéines du venin

Les concentrations de protéines sont déterminées avec précision selon la méthode
de Bradford (1976), en utilisant comme réactif le bleu de Coomassie et comme protéine de
référence 1’albumine sérique bovine (BSA). La densité optique des protéines contenues
dans le venin est ensuite mesurée a une longueur d’onde de 595 nm pour déterminer la
teneur en protéines du surnageant des venins des scorpions en utilisant la courbe
d’étalonnage standard. La solution pour chaque venin est préparée a une concentration

finale de protéines de 5 mg/ml.

6.6.2 Determination de la dose leétale médiane(DLsg du venin des
scorpions étudiés

Un test préliminaire est réalisé dans le but de déterminer la gamme de réponses des
souris envenimées comprise entre 0% et 100% de mortalité. Ensuite, un test définitif de la

dose létale (DLso) du venin en microgrammes de poids sec par souris est déterminé selon
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les recommandations de 1’Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 1981 ; Fathi et al.,
2022). Des lots de six souris sont utilisés, chaque groupe ayant regu une injection sous-
cutanée (0.1ml / souris) de doses croissantes de venin diluées dans 200 ul de solution
physiologique saline. Apres injection, les animaux sont mis en observation pendant 24 h.
La durée de survie de chague animal et le taux de mortalité sont enregistrés a la fin de
I’expérience pour chaque groupe. La DLsy est calculée et standardisée en appliquant la
méthode d’analyse d’une probit a partir du tableau de Finney (1971) selon la formule

suivante :
DLso = Antilog (Probit 5).

6.6.3 Détermination de la dose létale 99

La dose létale 99 (DLgg) est définie comme étant la quantité du venin injectée par
voie sous-cutané entrainant la mort de 99% des animaux dans les 24 heures. Elle est
utilisée dans les tests de neutralisation des venins, pour évaluer le pouvoir protecteur des
extraits de plantes. Sa détermination est réalisée a partir de la courbe de la DLs.

6.6.4 Observation des signes de toxicité

Durant le test de toxicité aigué, les souris sont pesées et réparties en groupes de
cing souris dont un témoin. Les animaux qui ont recu une injection unique par voie sous-
cutanée du venin ou de I’eau physiologique. Elles sont ensuite remises dans leurs cages en
leur fournissant de I’eau et de la nourriture. A 12, 24 et 48 heures aprés le traitement, nous
avons compté le nombre de morts en fonction de la dose. Aussi, nous avons cherché s’il y
a des signes de toxicité, a savoir les changements physiques ou comportementaux
(hypersalivation, convulsions, faiblesse, hérissement du poil, toilettage excessif et
tachycardie) (Mak et al., 2019).

7 Etude in vivo de ’activité antivenimeuse des plantes étudiées

Afin de tester I’effet neutralisant des différentes doses des extraits des plantes contre le
venin utilisé, la dose du venin est fixée a DLgg /souris, alors que les doses des extraits sont
variables selon le type du matériel végétal utilisé :

Extrait des parties aériennes de L. serriola: 0,5 g/kg -2 g/Kg
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Extrait des feuilles de T. garganica: 1 g/kg — 2 g/kg

Extrait des racines de T. garganica: 0.1 g/kg — 0.5 g/kg

Un lot de 6 souris est utilisé pour chaque dose d’extrait. Le gavage des extraits (Figure
21a) se fait 5 min aprés injection sous cutanée de DLgg du venin (Figure 21b), puis la
durée de survie, durée entre I’injection et la mort de I’animal est enregistrée. La mortalité

est par la suite évaluée pendant 24 h.

Sonde de
gavage

Injection sous
cutanée du venin

Figure 21: (a) Injection sous-cutanée du venin, (b) Technique du gavage des extraits

8 Etude histopathologique et biochimique

8.1 Analyse histologique

L’ensemble de 1’étude histologique est effectué au service d’anatomie pathologique
au Centre Hospitalier Universitaire Mohamed VI de Marrakech. Elle consiste a
I’évaluation des dommages histologiques engendrés au niveau des organes (les poumons,
le cceur, le foie et les reins) qui sont prélevés 3 h aprés I’injection sous cutanée du venin et
I’administration orale des extraits des plantes étudieés. Les différents organes prélevés sont

conservés pendant une nuit dans une solution de formol (10%).
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a) Macroscopie

Apres 24 h de fixation des organes prélevés dans
une solution de formol (10%), les différents tissus sont
placés dans des cassettes perforées en plastique dans le
but de faciliter la circulation des différents liquides au
cours des étapes d’imprégnation par la paraffine
(Figure 22).

b) Impregnation

Vu que le tissu reste trop malléable pour
pouvoir réaliser des coupes de 1’épaisseur désirée,
il est nécessaire de le faire durcir en I’imprégnant
dans la paraffine. Cette manipulation est réalisée
grace a un appareil automatisé appelé «
Histokinette » (Leica) (Figure 23) pendant une
durée de 17 h selon les étapes suivantes :

‘ AN e () can'Y
['._

Figure 22: Cassettes de
Macroscopie

Figure 23: Histokinette
d’impregnation

La post-fixation : Correspond a un bain de formol pendant 5 h qui permet ainsi le passage

des fixateurs aqueux aux alcools.

La déshydratation: Se fait par le passage des cassettes dans 5 bains d’éthanol de

concentration croissante jusqu’a 1’éthanol absolu (1 h pour chacun des 4 premiers et 2 h

pour le dernier bain).

La substitution : Consiste a remplacer 1’éthanol qui n’est pas miscible a la paraffine par

le toluéne. Elle se fait par le passage des cassettes dans 3 bains successifs de toluene

absolu (30min, 1 h, 2 h).

L’impregnation : Consiste & substituer le toluéne par la paraffine dans 3 bains successifs

de paraffine a 58 °C (30 min, 30 min, et 1h30min).
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¢) Inclusion

A cette étape, les piéces d’organes sont enrobées par
la paraffine qui permet de fournir a la fois un support
externe pendant et aprés la coupe. Ce déroulant en
plusieurs étapes, Dans un premier temps, nous avons
entreposé des moules adaptés a la taille du prélévement
dans une enceinte chauffée a 67 °C et nous y avons fait
couler de la paraffine (Figure 24). Ensuite, pour figer
cette derniére, les moules sont déposés sur un disque de
refroidissement (- 14 °C) et les blocs de paraffines sont
démoulés puis maintenus sur la plaque de

refroidissement jusqu’a la microtomie.

d) Microtomie

Cette manipulation consiste a la réalisation des coupes
grace a un microtome (Leica RM2245) (Figure 25) qui
nous permet d’obtenir des rubans trés fins de 1’ordre de 4
pm. Elles sont par la suite étalées sur des lames
dégraissées (Starfrost®, Allemagne) puis placées dans
I’étuve a 56°C pendant 20 minutes.

e) Lecture des lames

Aprés la coloration a I’hématéine et a 1’éosine selon
les étapes décrites dans le tableau (Tableau 6), la
lecture des lames est effectuée par observation au
microscope optique et les images des différentes
structures sont prises grace a un dispositif de micro-
imagerie numérique (Leica DMD108) (Figure 26).

bb

Figure 24: Appareil d’inclusion
des tissus par la paraffine

Figure 26: Dispositif de micro-
imagerie numérique
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Tableau 6: Protocole de la coloration a I’hématéine et a 1’éosine

Etapes

Temps Réle

Toluéne (100%) 5 minutes x 3 bains Déparaffinage
Ethanol absolu 5 minutes
Ethanol 90 5 minutes
Réhydratation
Ethanol 80 5 minutes
Ethanol 70 5 minutes
Eau de robinet Quelques secondes Rincage

Hématéine

5 minutes

Coloration des noyaux en bleu violacé

Eau de robinet

Quelques secondes

Ringage (enlever 1’exces de colorant)

Eau acidifiée Quelgues secondes Différenciation (bleuir les noyaux et
Eau lithinée Quelques secondes faciliter la fixation du colorant)
Eosine 5 minutes Coloration du cytoplasme et en rose

Eau de robinet

Quelques secondes

Ringage (enlever I’exces de colorant)

Ethanol 50

30 secondes

Ethanol 70

30 secondes

Ethanol absolu

30 secondes

Déshydratation

Toluéne

Quelques secondes

Nettoyage de la lame

8.2 Analyse biochimique

8.2.1 Prélévement du sang

Avant le prélevement sanguin, les animaux ont été anesthésiés par injection intra-

péritonéale par I’hydrate de chloral (6% IP) puis sacrifiés. Des échantillons de sang ont été

prélevés a partir de la veine jugulaire de chaque animal, dans des tubes secs immergés dans

un bac a glace. Le prélévement est réalisé ensuite 3 h aprés 1’injection du venin au groupe
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envenimé et I’administration du venin puis de I’extrait des plantes chez le groupe traité ou

d’une solution de NaCl a 0,9% chez le groupe témoin.
8.2.2 Dosages des parametres biochimiques sériques

Les dosages des paramétres biochimiques ont été réalisés au niveau du laboratoire de
Biochimie médicale du Centre Hospitalo-Universitaire Mohamed VI de Marrakech. Il s’agit
d’une étude ayant pour but de quantifier certains paramétres biochimiques sur le sérum obtenu
a partir de la centrifugation des échantillons de sang prélevé des souris qui ont éte divisés en 3
groupes (un groupe témoin, groupe injecté par le venin seul, groupe injecté par le venin et traité
par les extraits méthanoliques des plantes étudiés). Le sang est recueilli dans des tubes
Eppendorf sec de 2 ml, puis centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 min. Les dosages sont
effectués conformément aux protocoles fournis avec les kits commerciaux Roche Diagnostics
GmbH Sandhofer Str.116 (Germany) appliqués sur I’Analyseur de biochimie
automatique ROCHE Cobas C501 series (US-FDA) (Tableau 7).

Les enzymes recherchés par dosage sont :

» La Créatine PhosphoKinase (CPK)

C’est une enzyme qui apporte de 1’énergie dans les différents tissus. Les tissus les
plus riches en CPK sont les muscles striés, le coeur et le cerveau. Une élévation du taux des
CPK s’observe dans des affections cardiaques et/ou musculaires. La CPK ayant une
localisation intracellulaire, sa présence dans la circulation sanguine est un signe des lésions

cellulaires.
» Les transaminases hépatiques

La fonctionnalité du foie peut étre mesurée par les transaminases (ASAT- ALAT) dont
le role est de transférer un groupe amine lors de nombreux processus chimiques se

déroulant au niveau hépatique.

e L’alanine Amino - transférase (ALAT)
Enzyme présente essentiellement dans le foie. Son dosage peut étre trés utile au
diagnostic de certaines affections (foie, rein, coeur, et rate). L’altération du foie

augmente le taux de ’ALAT qui témoigne donc une 1ésion hépatique.
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L’aspartate aminotransférase (ASAT)

Marqueur sensible lors de dommage des tissus mous, notamment le foie ou le
muscle. Une augmentation de 1’activité sérique de ’ASAT due & une Iésion,
réversible ou non, des hépatocytes ou des myocytes. Pour faire la distinction,
I’interprétation de I’activité sérique de ’ASAT est combinée toujours a celle de

I’activité sérique de la CK.

» Lactate déshydrogénase (LDH)

Est une enzyme qui catalyse la conversion du pyruvate en lactate. Une
augmentation importante du taux du lactate déshydrogénase (LDH) est le signe d’une
souffrance cellulaire généralement au niveau du cceur ou des poumons. Cependant,

son dosage est couramment associé a d’autres évaluations pour faire un diagnostic.
» Lacréatinine

La créatinine est filtrée a travers le glomérule. Une augmentation de la
créatininémie est le signe d’une atteinte rénale glomérulaire. Plus rarement elle

s’interpréte comme une lyse massive de myocytes.

> L’urée

L’augmentation de 1’urée plasmatique peut provenir d’une augmentation du
catabolisme protéique ou d’une diminution de I’excrétion urinaire. C’est donc
potentiellement un indicateur d’atteinte rénale. L’interprétation de I’'urémie ne se fait

donc pas seule, mais combinée a celle de la créatininémie.
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Tableau 7: Procédés de dosage des marqueurs biochimiques

Daramatre Systéme Principe de la Refer(,ance de la
Analyseur méthode méthode

ASAT Me:)hhogs;rl:;ti%sans 20764957322

pyridoxal
Méthode IFCC sans

ALAT Analyseur de phosphate de 20764957322
biochimie pyridoxal

CPK automatique Méthode UV 07190794190

ROCHE Cobas
LDH C501 series (US- Méthode IFCC 05169330190
FDA)

Créatinine Meéthode Jaffé 06407137190
compensée

Urée Méthode UV 04460715190

I’IFCC: International Federation of Clinical Chemistry

9 Analyses statistiques

Les différentes expériences réalisées pendant ces travaux de recherche sont toutes

répétées au moins trois fois pour évaluer la répétabilité des procédures. A partir de ces

mesures, le traitement statistique des différentes variables est réalisé par le test ANOVA

one way suivis par le test Tukey a I’aide du logiciel SigmaPlot 12,5. Le test statistique est

considéré comme significatif pour une valeur de P < 0,05. Les résultats sont présentés sous

forme de moyenne + erreur standard a la moyenne (S.E.M). Les différences significatives

entre les conditions sont ensuite évaluées en effectuant une comparaison multiple de

moyennes via une ANOVA, a différents intervalles de confiance : 95, 99 et 99.9 %. Les

différences avec des p-values supérieures a 0.05, 0.01 ou 0.001 n’ont pas été considérés

comme significatives. Par ailleurs, ce logiciel est également utilisé pour effectuer les tests

statistiques multivariés.
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Résultats et discussion

1 Enquéte ethnobotanique sur le traitement a base de plantes des envenimations scorpioniques

11

Inventaire et propriétés des plantes étudiées

Les informations sur les utilisations des plantes contre 1’envenimation scorpionique ont été collectées a 1’aide d’un questionnaire structuré a

travers des conversations avec les patients piqués et les guérisseurs ayant accepté de partager avec nous leur savoir concernant les parties utilisées des

plantes, leur mode de préparation, mode d’administration et les propriétés pharmacologiques.

A partir de cette enquéte, la liste des plantes médicinales obtenue compte 22 especes appartenant a 14 familles (Tableau 8).

Tableau 8: Inventaire des plantes utilisées dans le traitement de 1’envenimation scorpionique dans les régions étudiées

. Mode . o
. NO.”.‘ Nom_ Nom Nom amazigh Famille P?‘ftl,e Mode d_e d’administr Proprlete_s . F\’_eferenc_es
scientifique francais arabe utilisée préparation ation pharmacologiques Bibliographiques
. . - . Ola-Mudathir et
i Oignon Basla Azalim Liliaceae Bulbe Cataplasme Local Antioxydant
Allium cepa 9 P y Maduagwu, 2014

73




Résultats et discussion

Al!lum Ail Toma Tiskirt Liliaceae Fruit Cru Orale Antidote Mahyar Dorrigiv et
sativum al., 2020
o . . . Hendra et al.
L ) P — A ; anti- '
Aquﬂarla. Epine vinette | Hood Akila Thymelaeaceae , a}rtle Deécoction Orale r!tloxydant .antl 2016; Manar et
malaccensis aérienne inflammatoire
al.,2018
i Grande . _— . .
Arctium Kertabe Arktos Asteraceae Racine Cataplasme Local Antivenin Lieutaghi, 1996
Lappa Bardane
Antioxydant,
i i . . . . . Plante i ien, i y
Aristolochia Aristolochia | Bereztum Gitsa Aristochiaceae - Cataplasme Local An_ubactenen . Meroualiisgl
longa entiere Antifungal, Anti 2017
Inflammatoire
Art_eme_5|a Absinthe Chiba Tachibt Asteraceae I,Da.lme Cru - Local- orale Antioxydant Msaada et al.,2015
absinthium aérienne cataplasme
Artemisia Armoise . . . . _
Chih Izerg Asteraceae Feuille Cataplasme Local Anti-inflammatoire Ferchichi, 2004
herba alba blanche
Citrullus Coloquinte | Lehdeja Taferzizt Cucurbitaceae Fruit Cru Local Antidote Razi, 2000
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colocynthis
Euphgrma Euphorbe Daghmou s Euphorbiaceae I,Da}rtle Cru Local Antl-mlcroblenne, Farah, 2014
resinifera SS Tikiwt aérienne antioxydant
Hammada Saligne & . -
. ) Rremt Tassa Amaranthaceae Fruit Cru Local Antivenin Bellakhdar ,1997
scoparia balai y
Malus . Chadjaret . s o ]
domestica Pommier teffah Tatefa Rosaceae Feuille Décoction Orale Anti-inflammatoire Ducerf ,2009
Marrubium | Marrrube Anti-in] i Minker,
Merriwut Lfzi Lamiaceae Feuille Décoction Orale nti-inflammatoire 2013:Ghedadba et
vulgare blanc Antioxydant :
al., 2014
Néaana . . L i i , ;
Mgntha Menthe verte aanaa_m Talikamt Lamiaceae Pla_l?te Décoction Orale Ant|spasn_10d|q_ues et Souza, 2013
spicata sonboli entiere antinociceptives Gongalves, 2008
Pistacia Pistachier | Habbet el . . .
- . Lbetm : i ari
lentiscus lentisque Khaddra a Anacardiaceae | Feuille Décoction Orale Antibactérien Bammou et al., 2015
. . . Anti ante; Anti-
Plantago Grand Lissan- Agoucin Plantaginaceae Partie Décoction Orale irl1(13|); )rlr?mateo,ire ' Mulot, 2015.
major plantain hamla bour’ioul g aérienne ' Saffidine, 2018

cicatrisant
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Anti-inflammatoire

i ) X . . . . L Tariget al., 1989;
Teuc_rlun Germandrée | Jadda | Techmezzutin Lamiaceae Feuille Cataplasme | Locale- orale| Antibactérienne et q
polium . Ounis et al., 2018
antioxydante
. . . Partie L Antioxydante Amarti et al., 2011
i Thym Zitra Tazuknite Lamiaceae (- Décoction Orale - 7 '
Thymus Zygis y aérienne antimicrobienne
Verbena Verveine . .
L - Ben nout | Tabaymoute Verbenaceae Feuille Décoction Orale )
officinalis officinale y Antioxydante Rosendal et al., 1989
Lactuca Laitue Achbat Partie .

. Assafar nsem Asteraceae - Décoction Orale iveni imej .
Serriola sauvage sem aérienne Antivenin Bouimeja cilge
Thapsi Pere de la - . L - Bouimeja et al., 2018

apSI.a , Bounaf3 Adryas Apiacees Feuille Décoction Orale Antivenin )
Garganica santé
Naanaa . . Plante o Antioxydante et anti- | Souzaetal., 2013
Mgn.tha Menthe Liguamt Lamiaceae - Décoction Orale . Y .
Vidiris akhdar entiere inflammatoire
Olivier . Plante . . . Marcheselli et al.
Jbou Tazemmourt Oleaceae N Décoction Orale Anti-inflammatoire '
Olea oleaster sauvage ) entiére 2003
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Résultats et discussion

La plupart des personnes piquées enquétées (57.2%) ont eu recours a des
moyens traditionnels pour se soigner contre les envenimations scorpioniques, pour
diverses raisons telles que I’inaccessibilité aux structures sanitaires (51.2%),
I’absence de la confiance a la médecine moderne (13.45%), ou bien dans 1’attente
de l’arrivée a la structure sanitaire la plus proche (32.2%). Le traitement
traditionnel utilisé contient plusieurs méthodes tel que la scarification (5%), la
pose du garrot (20%) avec un cas d’ischémie du membre supérieur, 1’application
du gaz de butane a froid (10%), la cryothérapie (4%), la succion (12%),
I’application de la Pierre noire (1%) et en majorité les plantes médicinales (48%)
(Figure 27). En effet, face a ces piqdres et surtout dans les régions enclavées, les
populations locales ont recours a la phytothérapie par ’utilisation des plantes
médicinales (Touloun et al., 2012). En outre, les résultats de 1’enquéte que nous
avions menée reflétent d’une facon trés claire la grande richesse en plantes
médicinales de la région d’étude. La maniére d’usage de ces différentes plantes
varie d’une personne a I’autre selon les parties utilisées de la plante, la quantité
utilisée, leur état, les différents modes de préparation, les différentes formes

d’emploi, et les différents modes d’administration.

m Scarification
= Garrot

u Gaz de butane
i Cryothérapie
m Succion

u Pierre noire

m Plantes médicinales

Figure 27 : Type de traitement traditionnel utilisé aupres des enquetés de notre
étude
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On note que les différentes parties des plantes sont utilisées, les organes de la
partie aérienne (feuille, graine isolée, fruit), les organes de la partie souterraine
(racine entiere, bulbe) sont employés dans une moindre mesure, la plante entiére
est exploitée dans le cas des herbacées annuelles. Les feuilles et la partie aérienne
entiere sont les principaux organes utilisés avec les fréquences les plus élevées
(32.43% ; 35.1%) par rapport aux autres organes. Ces résultats sont confirmés par
plusieurs études dont ceux de Kunjam et al. (2013) ; Sharafatmandrad et Khosravi
Mashizi, (2020). En effet, les feuilles sont les principaux organes
photosynthétiques de la plante et donc plus actifs pharmacologiquement par
rapport aux autres parties (Tugume et Nyakoojo, 2019; Li et al., 2020; Hu et al.,
2022). Afin de faciliter ’administration du principe actif, plusieurs modes de
préparations sont employés a savoir la décoction, 1’infusion, le cataplasme et cru.
Les formes les plus fréqguemment utilisées sont la décoction (54.8%) et le
cataplasme (27.3%), ce qui est en accord avec 1’étude d’Ammor et al. (2020)

effectuée a Fés.
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1.2 Répartition des plantes utilisées selon leurs fréquences d’utilisation

Parmi les plantes inventoriées, deux sont fréquemment utilisées par les populations
locales des régions étudiées a savoir Lactuca serriola (33%) et Thapsia garganica (24%)
(Figure 28).

m Citrullus colocynthis
18% B Aristolochia longa

® Artemesia absinthium

= Verbena officinalis L
® Allium cepa
= Allium sativum

= Marrubium vulgare

Thapsia garganica
Lactuca serriola

Autre

Figure 18: Fréquence d’utilisation des plantes contre les envenimations scorpioniques aupres des
enquétées

Au Maroc, plusieurs plantes sont couramment utilisées pour traiter les envenimations

scorpioniques (Bellakhdar, 2006 ; Rhafouri et al., 2014 ; Bouimeja et al., 2018 ; Bouimeja et
al.,2019 ; Telli et al., 2022; Emam et Al-Otabi, 2022).
Nos résultats sont en accord avec ceux de Butt et al, (2015), qui ont soulignés que les Lamiaceae
et les Asteraceae sont parmi les familles de plantes les plus utilisées contre les envenimations au
Nord du Pakistan, et que les plantes Lactuca serriola et Thapsia garganica fréquemment
utilisées par la population de notre étude sont documentées par d’autres auteurs dans les régions
Sahariennes du nord algérien et de sud marocain pour traiter la piqlre de scorpion (Maiza et al.,
1993 ; Adaika et al., 2021; Emam et Al-Otabi, 2022).
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2 Etude phytochimique des plantes étudiées

2.1 Rendements des extraits des plantes étudiées

La préparation des extraits a été effectuée par soxhlet en utilisant le méthanol comme
solvant.
Le tableau 9 représente les rendements correspondant aux extraits des deux plantes étudiées
exprimés en pourcentage de la masse de I’extrait obtenu par rapport au poids de la matiere seche

de la plante utilisée.

Tableau 9: Rendements des extraits des plantes étudiées

Matériel végétal Poids sec (g) Rendement (%)

Feuilles de Thapsia
garganica 100 16.13

Racines de Thapsia
garganica 100 3

Parties aériennes de
Lactuca serriola 100 14.27

Les taux de rendement obtenus par le méthanol dans cette étude confirment bien le
pouvoir de ce dernier d’extraire le maximum des principes actifs contenus dans nos plantes.
Selon Ozturk et al. (2018), I’extraction maximale des composés phénoliques est basée
essentiellement sur la méthode d’extraction et le solvant choisi.

Le taux d’extraction augmente en fonction de la polarité du solvant, ainsi la température, la
nature et le volume du solvant peuvent affecter le rendement des composés phénoliques du
matériel végétal (Jahromi, 2019 ; Drevelegka et Goula, 2020 ; Alara et al., 2021). D’ailleurs, le
méthanol est un solvant de haute polarité puisqu’il est capable d’augmenter la perméabilité des
parois cellulaires et de faciliter I’extraction d’un grand nombre de composés polaires ainsi que
des composés de moyenne et de faible polarité (Grossmann et al., 2018; Xiao et al., 2021). Selon
Terblanche et al. (2017) et Imane, (2020) une meilleure récupération de polyphénols et de

flavonoides est obtenue avec le méthanol.
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Par ailleurs les résultats de Hamdy et al. (2013), qui ont travaillés sur différents solvants
d’extraction du thym, de la sauge et de la marjolaine, ont trouvé que le méthanol présentait le
plus important rendement par rapport aux autres solvants et une capacité d’extraction trés élevée.
Ces résultats sont similaires avec ceux rapportés par notre étude surtout pour les extraits
méthanoliques des feuilles de T. garganica et des parties aériennes de L. serriola. Nos résultats
corroborent également ceux de 1’étude de Zahaf, (2019) qui a trouvé que le rendement de

I’extrait méthanolique de T. garganica est de 1’ordre de 15.49%.

2.2 Screening phytochimique

L’analyse phytochimique utilisée a pour but d’identifier les groupes de constituants
chimiques contenus dans nos extraits méthanoliques présentant un intérét pharmacologique.
Nous remarquons la présence des flavonoides, des tannins, des saponines, des coumarines, des
terpenes et des stérols dans tous les extraits étudiés. Cependant, les alcaloides ne sont présents
que dans I’extrait des parties aériennes de L. serriola. Ces résultats, confirment la richesse des

extraits étudiés par la majorité des métabolites secondaires (Tableau 10).

Tableau 10: Résultats du test phytochimique des extraits méthanoliques du matériel végétal

étudié
Métabolite Test Feuilles de T. Racines de T. Parties aériennes de
secondaire phytochimique garganica garganica L. serriola
Saponines Test de mousse ++ Ty Tt
Tanins (Galliques Test de
ou Cathéchiques) trlc'hlorure + it +
ferrique (Fe
Cly
Flavonoides Test_a_la .t + ++
cyanidine
Coumarines Test de .t - .t
NH40H
Alcaloides Test de R R T+
Dragendorff
Terpénes et stérols _Test de .t et .t
Liebermann
Quinones Test de T+ 4+ )
Borntrager
Anthocyanes Test de S+ ++ )
1I’Ammoniac
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NB: Fortement positifs (+++), Moyennement positifs (++), Faiblement positifs (-), non détectés (-

).

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des feuilles et racines de T.
garganica et des parties aériennes de L. serriola, a permis de mettre en évidence la présence de
quelques familles chimiques qui possédent des activités biologiques intéressantes. Notamment
les flavonoides, qui sont souvent utilisés comme anti-inflammatoires, antiallergiques,
hépatoprotecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques, antibactériens et
antiviraux in vitro (Gorniak et al., 2019 ; Fernandez et al., 2021), et comme des inhibiteurs
enzymatiques a 1’égard de I’aldose réductase, de la phospholipase et de certaines enzymes de

I’inflammation a savoir la cyclooxygénase et la lipo-oxygénase ( Zeng et al., 2018).

Les tanins qui possédent un effet vasoconstricteur, un effet antiseptique et antibactérien
(Adamczak et al., 2019), ainsi qu’un effet antioxydant (Shi et al., 2019). La présence des tanins
suggére la capacité de ces plantes a jouer un réle majeur comme agent anti-diarrhéique et
antihémorragique (Raji et al., 2019). Les saponines et les saponosides sont habituellement
hémolytiques et assurent la défense des plantes contre 1’attaque microbienne ou fongique, et
parfois sont actives in vitro sur des virus (Sonfack et al., 2021). Les coumarines sont capables de
prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de neutraliser les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles (Al-Majedy et al., 2019). Ils ont aussi une action anti-inflammatoire
(Zwirchmayr et al., 2019). Les alcaloides possédent des effets pharmacologiques, analgésiques,
antispasmodiques, détoxifiants et antihypertenseurs (Salleh et al., 2019). De méme, les résultats
du criblage phytochimique de la plante T. garganica reporté par Zahaf, (2019) a révélé la
présence des saponosides, des tanins et des flavonoides. D’aprés ces résultats, on peut supposer
qu’avec la richesse phytochimique, les plantes de notre étude purrait avoir un effet protecteur
contre ’envenimation scorpionique a travers ces propriétés pharmacologiques des polyphénols,

des flavonoides et des tannins.

2.3 Etude phytochimique quantitative
2.3.1 Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénaliques se caractérisent par une grande diversité structurale permettant
d’avoir une grande variabilité des caractéres physico-chimiques et une multitude de méthodes
d’extraction (Vuolo et al., 2019 ; Dzah et al., 2020). Dans la présente étude, les résultats obtenus

pour le dosage des polyphénols sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g de matiére
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séche (mg EAG/g MS) en utilisant la courbe d’étalonnage relative a I’acide gallique : Y = 8.4884
X +0.0525 (Figure 29).

Y = 8,4884x + 0,0525
R?=0,9973

Absorbance a 760 nm

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

[C] de I'acide gallique (mg/ml)

Figure 19: Courbe de la gamme étalon de I’acide gallique

La teneur de I’extrait méthanolique des parties aériennes de L. serriola en composés
phénoliques est de I’ordre de 31.816 + 3.52 mg EAG/g MS. Cette derniere est supérieure (P <
0,001) comparativement aux teneurs phénoliques des feuilles et des racines de T. garganica, qui
sont respectivement de I’ordre de 29.23 + 0.15 mg EAG/g ES, et 18.941 + 0.08 mg EAG/g ES
(Figure 30).
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Figure 30 : Teneurs en polyphénols (mg EAG/g MS) totaux des plantes étudiées.
Les résultats sont exprimés en tant que moyenne *=ET d’au moins trois essais indépendants de
chaque échantillon (les moyennes sont significativement différentes ***P < 0.001).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des feuilles et des racines de T. garganica
dans notre étude sont en désaccord avec ceux de Djahida et Houcine, (2021) qui ont enregistrés
des teneurs élevées en polyphénols totaux dans ’extrait méthanolique des racines de T.
garganica par rapport a celles de ses feuilles, cette différence est probablement due aux
conditions d’extraction en termes de température et nombre de cycle d’extraction (Sumere et al.,
2018 ; Avanza et al., 2021). Elle pourrait aussi étre liée au temps d’extraction, a 1’origine
géographique, a la saison de collecte (Saldarriaga-Hernandez et al., 2021 ; Kabbash et al., 2021)
et a un certain nombre de facteurs intrinséques (génétiques) et extrinséques (environnement et
stockage) (Padilla-Gonzélez et al., 2022). Nos résultats en teneur des polyphénols des feuilles de
T. garganica (29.23+ 0.15 mg EAG/g ES) sont cohérents avec les travaux d’Alghazeer et al.
(2012) qui ont travaillé sur le méme extrait méthanolique (28.53 * 3.82 mg EAG/g ES).
Concernant la deuxiéme plante L. serriola nous remarquons qu’elle est la plus riche en
polyphénols totaux avec une concentration de 1’ordre de 31.816 + 3.52 mg EAG/g ES. Cette
richesse est confirmée par le résultat des autres études qui ont travaillé sur la méme plante

collectée de différentes régions du monde (Arabie saoudite, Iran...), qui prouvent que la teneur
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phénolique est trés importante dans 1’extrait méthanolique de L. serriola (Sahreen et al., 2011;

Esmaeili et al., 2015; Nayeem et Imran, 2018).

2.3.2 Dosage des flavonoides totaux

Les résultats obtenus aprés le dosage des flavonoides totaux sont exprimés en mg
équivalent de catéchine par g d’extrait sec (mg EC/g ES) en utilisant 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de la catéchine : Y = 42.15 X + 1.620 (Figure 31).

35 y=42.15X+1.620
A R=0.995 -
b 30 7
5 /-”"‘
o 25 -~
r "f
b 20 ~
a /J
n 15 o
C '__,J"f‘
e 10 ;
510nm '/-"/‘f
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0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 07 0.8

Concentration du cathéchine mg/ml

Figure 31: Courbe de la gamme étalon de la catéchine

Les résultats obtenus par le dosage des flavonoides pour les trois extraits (feuilles de T.
garganica, racine de T. garganica et parties aériennes de L .serriola) sont représentés dans la
figure 32. Nous avons obtenu une valeur de 24.31 + 0.56 mg EC/g ES, pour I’extrait des feuilles
de T. garganica, et 9.16 £ 0.16 mg EC/g ES, et 4.32 + 0.04 mg EC/g ES respectivement pour

I’extrait des racines de T. garganica et les parties aériennes de L .serriola.

92



Résultats et discussion

30
24,31 +0.56
~ 25 T
2 T
(o)
= 20
<
©)
O 15
2 dokic
e 9,16 £ 0.16
S 10
o Hekek
5
= 4,324 £ 0.04
= 5
LL
0
Feuilles de Thapsia Racines de Thapsia Parties aériennes de
garganica garganica Lactuca serriola

Figure 32 : Teneur en flavonoides totaux des plantes étudiées. Les résultats sont exprimés en
tant que moyenne + ET d’au moins trois essais indépendants de chaque échantillon
(Les moyennes sont significativement différentes ***P < 0.001)

Dans la présente étude, la teneur la plus élevée en flavonoides est obtenue pour I’extrait
méthanolique des feuilles de T. garganica, ce qui est similaire a celle rapportée par Rached et al.
(2010), qui ont trouvés dans le méme extrait d’origine algérien une quantit¢ phénolique
largement supérieure (47,13 + 0,94 pg Eq de Quer /g MS) par rapport aux autres extrais étudiés.
Alors que Djeridane et al. (2006) ont obtenu des teneurs en flavonoides chez T. garganica du
Sahara algérien de ’ordre de 4,04 + 0,42 mg Eq. Quer/g ES, ces résultats sont inférieurs a ceux
obtenus dans notre étude. De ce fait, cette différence peut étre expliquée par la variation de
plusieurs facteurs a savoir : la région de récolte, la méthode du dosage, la méthode d’extraction
(Arbab et al., 2020; Benseddik, 2021), également la méthode de conservation des plantes qui
peut influencer la teneur en flavonoides (Zhang et al., 2019). Par comparaison aux autres études
réalisées sur T. garganica, la diversité structurale des flavonoides affecte aussi leur
quantification, a cause de leur capacité de se solubiliser dans les différents solvants d’extraction
(Ohikhena et al., 2018).

Nayeem et Imran, (2018), ont souligné que la teneur en flavonoides était plus importante dans
I’extrait méthanolique des parties aériennes de L. serriola ce qui est similaire & notre étude et aux

autres travaux antérieurs (Esmaeili et al., 2015). D’aprés les recherches de Nayeem et Imrane,
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2018, il s'est avéré que la quantité de flavonoides qui se trouve dans I’extrait méhanolique de L.

serriola est trés importante et qu’elle est de I’ordre de 490 pgm.
De méme, selon Oughir, (2018) I’évaluation de la teneur en flavonoides a permis de conclure
que ’extrait de L. serriola contient une quantité importante de flavonoide qui est de I’ordre de

4,20 + 0,10 mg ECA/g ES ce qui est en accord avec nos résultats.

2.3.3 Dosage des tannins condensés

Les résultats obtenus pour le dosage des tannins condensés sont exprimés en mg
équivalent de catéchine par g d’extrait sec en utilisant I’équation de la régression linéaire de la

courbe d’étalonnage de la catéchine (Figure 33).
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Figure 33: Courbe de la gamme étalon de la catéchine

Les résultats du dosage des tanins pour les trois extraits (feuilles et racines de T.
garganica, parties aériennes de L. serriola) sont représentés dans la figure 34. L’extrait des
feuilles de T. garganica contient un taux de tanins plus élevé que les autres extraits (16.91 mg

EC/g ES). Nous avons noté aussi un taux de I’ordre de 11.259 mg EC/g ES dans I’extrait des
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parties aériennes de L .serriola et un taux de I’ordre de 3.182 mg EC/g MS dans I’extrait des
racines de T. garganica.
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Figure 34: Teneur en tannins condensés des trois extraits. Les résultats sont exprimés en tant que
moyenne + ET d’au moins trois essais indépendants de chaque échantillon

Les résultats de notre étude montrent que 1’extrait des feuilles contient un taux plus élevé
en tanins que 1’extrait des racines de T. garganica. Ces résultats sont en accord avec le travail de
Djahida et Houcine, (2021) qui ont montré que les tannins condensés constituent le groupe
majoritaire des composés phénoliques totaux analysés respectivement dans les racines, les
feuilles et les fleurs de T. garganica.

Plusieurs études ont montré que les plantes T. garganica et L. serriola, sont considérées comme
une source importante de composés phénoliques (Nayeem et Imran, 2018 ; Benseddik, 2021).
Ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans notre étude qui confirme la richesse des extraits
par la majorité des métabolites secondaires. Par ailleurs, I’effet protecteur des plantes contre le
venin pourrait étre lié a la présence de ces composés phénoliques expliqué par plusieurs
mécanismes dont I’adsorption a la membrane cellulaire, ’interaction avec les enzymes, la
privation des substances et des ions métalliques (Corréa et al., 2019 ; Amraoui et al., 2020 ;
Emam et Al-Otabi, 2022).
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3 Analyses chromatographiques

3.1 Analyse des composés phénoliques de I’extrait méthanolique des feuilles de
T.garganica par la chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC)

Le profil chromatographique de 1’extrait methanolique des feuilles de T.garganica
analysé représenté dans la figure 35, montre des composés mentionnés par leurs pics et leurs
temps de rétention dans le spectre comme suit : I’acide gallique (0.15 mg/g), ’acide caffeique
(0.14 mg/g), I’acide p-coumarique (0.14 mg/g), I’acide tanique (0.18 mg/g), I’acide sorbique

(0.19 mg/g), I’acide ferrique (0.19 mg/g). Tandis que, le thapsigargine (0.73 mg/g) est le produit
le plus majoritaire dans I’extrait des feuilles (Tableau 11).
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Figure 35: Profil chromatographique & 137 nm de I'extrait méthanolique des feuilles de T. garganica
analysé par HPLC

(1) Acide ascorhique ; (2) Acide gallique ; (3) Acide tanique (Figure 6, Annexe 2) ; (4) Acide
caffeique ; (5) Acide p-coumarique (Figure 3, Annexe 2) ; (6) Acide sorbique ; (7) Acide ferrique
(Figure 4, Annexe 2) ; (8) thapsigargine.
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Composés Temps de rétention (RT) Air du pic Extrait E\:W e’;t/g?nolique
[min] [mAU.s]

Acide Ascorbique 3,9 1009,90 0,17
Acide Gallique 4,7 589,79 0,15
Acide Tanique 13,3 1446,99 0,18
Acide Caffeique 17,6 457,39 0,14

Acide P-coumarique 25,1 369,35 0,14
Acide Sorbique 27,5 1734,86 0,19
Acide Ferrique 28,8 713,29 0,19

Non identifié 455 5717,15 -
Non identifié 475 9315,83 -
Thapsigargine 48,7 14466,44 0,73

Tableau 11: Composés phénoliques identifiés dans I’extrait des feuilles de T. garganica

3.1 Analyse des composés phénoliques de I’extrait méthanolique des racines de
T.garganica par la chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC)

Le profil chromatographique de I’extrait méthanolique des racines de T. garganica est

représenté dans la figure 36. Les résultats des analyses qualitatives et quantitatives des composés

phénoliques identifiés sont regroupés dans le tableau 12.
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Figure 36 : Profil chromatographique a 137 nm de I'extrait méthanolique de racines de T. garganica
analysé par HPLC

(1) Acide gallique ; (2) Rutine ; (3) Acide chlorogenique ; (4) Acide ferrique ; (5) Catechine ; (6)

Thapsigargine
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Tableau 12: Composés phénoliques identifiés dans 1’extrait des racines de T. garganica

Composss | TompRderitmnon | Ardupe || St
[ma/g]

Acide gallique 47 563,43 0,15

Rutine 19,00 515,37 0,15

A- coumarique 20,8 794,39 0,16

Acide chlorogenique 22,1 907,99 0,16

Acide ferrique 28,9 713,29 0,19

Quercitine 443 4525,09 0,31

Catechine 45,2 14430,37 0,71
Non identifié 455 5717,15 -
Non identifié 46,7 582,32 -
Non identifié 475 9315,83 -

Thapsigargine 48,7 14466,44 0,69

L’analyse phytochimique par HPLC des extraits des feuilles et des racines de T.
garganica a permis de caractériser les principaux composés phénoliques tel que 1’acide tanique,
la catéchine, la quercitine, I’acide ascorbique, I’acide chlorogénique, la rutine, 1’acide 4-
hydroxybenzoique et ’acide cinnamique. Certains composés sont présents en commun dans les
extraits des deux organes, il s’agit de la rutine, I’acide gallique, ’acide caféique, 1’acide p-
coumarique, I’acide sorbique, I’acide ferrique, et le composé le plus majoritaire dans les deux
extraits est le thapsigargine.

Les travaux de Taibi et al. (2020) et Jmii et al. (2020), ont révélé la méme composition
phénolique des extraits méthanoliques de T. garganica, et dont les composants dominants sont
les thapsigargines qui appartiennent au groupe des guaianolides, et des thapsigargicines
(Martinez-Swatson et al., 2020). Ainsi que, les constituants volatils suivants : les lactones
sesquiterpénes 8-cadinene (Khamadj et Dahmani, 2019).

Dans I’ensemble, tous les composés identifiés pourraient étre une source potentielle
d’antioxydants et d’anti-inflammatoires naturels pour les applications alimentaires et

pharmaceutiques (Karadeniz et al., 2021; Paco et al., 2022). En particulier, la bioactivité de la
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thapsigargine extraite de T. garganica a été étudiée par son utilisation comme molécule
antioxydante et anticancéreuse qui conduit a I'apoptose de la tumeur (Jaskulska et al., 2020;
Mahmood et al., 2021). Nous pourrions expliquer que 1’effet antagoniste de T. garganica est dd
a la présence de ces métabolites spécialisés et pourrait étre attribué a leur forte activité

antioxydante.

3.2 Analyse des composés phénoliques de ’extrait méthanolique des parties
aériennes de L. serriola par la Chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC)

L’analyse par HPLC des polyphénols de I’extrait méthanolique de L. serriola a révélé la
présence des composés phénoliques avec leur temps de rétention : d'acide chlorogénique (13.6
mn) (Figure 1, Annexe 2), d’acide caféique (18,3mn) (Figure 5, Annexe 2), de la rutine (20,8
mn) (Figure 9, Annexe 2), d’acide coumarique (22,3 mn), d’acide sorbique (26,4 mn), d’acide
o-coumarique (29 mn), d’épicatéchine (29,8 mn), d’acide sinapique (33,7 mn), de la quercétine
(44,3 mn) (Figure 7, Annexe 2) et d’acide p-coumarique (45,4 mn) (Tableau 13), (Figure 37).
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Figure 37: Chromatogramme d’HPLC de I’extrait méthanolique des parties aériennes de L.
serriola

(1) Acide chlorogénique (Figure 1, Annexe 2) ; (2) Acide caféique (Figure 5, Annexe 2) ; (3)
Rutine (Figure 9, Annexe 2) ; (4) Acide coumarique ; (5) Acide sorbique ; (6) Acide sinapique ;
(7) Quercétine (Figure 7, Annexe 2) ; (8) P-coumarique.
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Tableau 13 : Composés phénoliques identifiés dans 1’extrait méthanolique de la partie aérienne

de L. serriola
Composés Temps de rétention (min) |  Aire du pic Q(Lri%n/g)te

Acide chlorogénique 13,6 1507,98 0,18
Acide caféique 18,3 714,23 0,15
Rutine 20,8 782,45 0,15
Acide coumarique 22,3 670,67 0,14
Acide sorbique 26,4 8722,80 0,47
O-coumarique 29 965,24 0,16
Epicatéchine 29,8 936,45 0,16
Acide sinapique 33,7 598,52 0,14
Quercétine 44,3 6117,35 0,36
P-coumarique 45,4 10063,38 0,52

Non identifié 45,8 - -

Non identifié 46,4 - -

Non identifié 47,9 - -

L’analyse par HPLC de I’extrait méthanolique de L. serriola a révélé la présence de la
quercétine, de I’acide p-coumarique, de I’acide chlorogénique et de plusieurs autres métabolites,
qui pourraient expliquer le pouvoir neutralisant de la plante. Sachant que, la quercétine est trés
connue pour ses propriétés antioxydantes (Ulusoy et Sanlier, 2020), et I’acide p-coumarique pour
ses propriétés anti-lipides peroxydantes et anti-apoptotiques qui lui permettent d’inhiber chez les
rats I’infarctus du myocarde induit par I’isoprotérénol (Taha et al., 2020), et qui pourraient étre
utiles dans le cas des envenimations scorpioniques.
Ces principes actifs pourraient étre les candidats potentiels contribuant a I’effet antivenimeux de

T. garganica et L. serriola contre le venin de B. occitanus et B. atlantis.

4 Etude des propriétés toxicologiques des différents extraits de plantes
étudiées

» Reésultat de la toxicité aigué des extrais des plantes

Les résultats de 1’étude de la toxicité aigué, n’ont montré aucun signe de toxicité chez les

souris aprés I’administration orale des extraits des feuilles de T. garganica et des parties
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aériennes de L. serriola, et leur DLsp est supérieure a 5000 mg/kg. Alors que, I’extrait des
racines de T. garganica a donné une DLsg de I’ordre de 1.6g/kg.

Les animaux ont été mis en observation pendant 14 jours, il n’y a eu aucun changement au
niveau de I’aspect général des souris (pilosité, peau, état des yeux, des oreilles et de la bouche).
Les animaux n’ont pas eu de diarrhée, ni d’hématurie, ni de mouvements non coordonnés,
ni de détresses respiratoires durant la période d’étude. Tous les animaux soumis a 1’expérience
ont eu un gain de poids, pendant toute la durée de I’étude aussi bien pour les animaux du lot
témoin que ceux des lots traités.

Selon 1’échelle de la toxicité de Hodge et Sterner (1980), et d’Ouedraogo et al. (2001),
les extraits des feuilles de T. garganica et les parties aériennes de L. serriola sont classés dans la
catégorie des plantes pratiquement non toxiques ou relativement sans danger (DLso > 5 g/kg).
Nos résultats sont en accord avec d’autres études concernant les feuilles de T. garganica, en
particulier celles de Berri (2011), qui a montré lors de I’étude de la toxicité des infusions de T.
garganica que la DLsg est supérieure a 5 g/Kg. Alors que, ’extrait des racines de T. garganica a
montré une DLs inférieure & 5 g/Kg qui est de I’ordre de 1.6g/kg.

D’aprés Weaver et Downs, (2003) et Salih, (2019), les extraits des plantes de L. serriola ne
présentent pas de toxicité. Ceci correspond a nos résultats qui ont montré que I’extrait
méthanolique des parties aériennes de L. serriola administré oralement aux souris swiss ne

présente aucun signe d’intoxication jusqu’a une dose supérieure a 5 g/kg.

5 Etude des activités biologiques des extraits des plantes (T. garganica— L.
serriola)

51 Evaluation du potentiel antioxydant des extraits des plantes étudiées

A travers nos recherches bibliographiques et compte tenu de la complexité des processus
d’oxydation, il apparait clairement qu’une seule méthode n’est pas suffisante pour caractériser le
potentiel antioxydant d’un échantillon (Shahidi et Zhong, 2015). Il parait donc nécessaire de
combiner les réponses obtenues a I’aide des tests différents et complémentaires. Dans le présent
travail, 1’évaluation de D’activité antioxydante s’est basée sur I’utilisation des trois tests

chimiques dont le principe repose sur des méthodes colorimétriques.
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5.1.1 Etude de activité antioxydante des extraits étudiés par la
méthode de piégeage du radical 2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH)

La capacité d’une molécule a céder un atome d’hydrogéne a un radical détermine son
potentiel antioxydant (Islam et Ganesan, 2019). Le pouvoir réducteur des radicaux DPPH qui
accepte un atome d’hydrogéne d’un antioxydant et devient une molécule diamagnétique stable,
est déterminé par la diminution de son absorbance & 517 nm. Les profils d’activité antiradicalaire
obtenus révelent que tous les extraits étudiés (les extraits méthanoliques des feuilles et des
racines de T. garganica et I’extrait des parties aériennes de L. serriola) ont une activité
antiradicalaire avec des concentrations dépendantes.
L’extrait des feuilles de T. garcanica possede un effet piégeur potentiel vis-a-vis du radical
DPPH comparé aux autres extraits a une concentration de 44.79 + 0.003 pg/ml (Tableau 14,
Figure 38).

Tableau 14: IC 50 (ug/ml) des extraits méthanoliques de T. garganica et L. serriola comparée
aux antioxydants synthétiques (Quercetine et BHT) pour le test DPPH

Feuilles de Thapsia Racines de Thapsia Parties aériennes de BHT Quercetine
garcanica garganica Lactuca serriola
DPPH 44.79 + 0.003 113.18 + 0.0007 47.1+8.015 1.46+0.01 1.57 +0.030

(kg/ml)
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Figure 38: Activité antioxydante des extraits des plantes étudiées par la méthode de DPPH

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ==SEM d’au moins trois essais indépendants
de chaque échantillon

*p< 0,10 ; **p < 0,05 ; ***p < 0,001 : significativement différent par rapport aux antioxydants
de référence.

#p<0,10; ## p < 0,05 ; ### p < 0,001 : significativement différent entre les groupes d'extraits.

Cette étude révele que les extraits des feuilles de T. garganica et la partie aérienne de L.

serriola possedent un effet piégeur potentiel vis-a-vis du radical DPPH suivi de I’extrait de
racine de T. garganica. D’aprés ces résultats, ’extrait qui présente une forte activité
antioxydante est celui qui possede une teneur élevée en polyphénols (Merah, 2020 ; Alilou et
Akssira, 2021).
Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Rebaya et al. (2016) qui ont rapporté une
corrélation significative entre la teneur en polyphénols et I’effet scavenger des extraits de Cistus
salvifolius. Il a été prouvé aussi que les composés phénoliques particulierement les flavonoides
sont principalement responsables de 1’effet scavenger des radicaux libres (Amessis-Ouchemoukh
et al., 2014; Zhang et Tsao, 2016). Plusieurs auteurs ont rapporté des résultats similaires & notre
étude surtout celles observés avec les extraits de Hertia cheirifolia et de Globularia alypum
(Khlifi et al., 2011 ; Bousselssela et al., 2012 ; Taghzouti et al., 2016).
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5.1.2 Test de blanchissement de B-carotene

Le test de blanchissement de p-caroténe a également été utilisé pour évaluer les propriétés
antioxydantes des extraits des plantes étudiées. Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linoléique
produit des radicaux libres dérivés de I’hydroperoxyde qui attaquent les onze paires de doubles
liaisons de la B-caroténe, entrainant un blanchissement de la réaction d’émulsion (Karima,
2021). Un extrait capable de retarder ou d’inhiber 1’oxydation du B-caroténe peut étre utilisé
comme éliminateur de radicaux libres et un antioxydant primaire (Marmouzi et al., 2015;
Khamadj et Dahmani, 2019 ; Nurrulhidayah et al., 2020).

L’inhibition de I’activité de blanchiment de la B-caroténe des extraits est représentée dans la
figure 39. Tous les extraits étudiés inhibent le blanchiment du B-caroténe en éliminant les
radicaux libres dérivés du linoleate.

L’extrait méthanolique des parties aériennes de L. serriola inhibe la B-caroténe avec un taux de

73 £ 0.032 pg/ml qui est plus important que les autres extraits (Tableau 15, Figure 39).

Tableau 15: 1C50 (ug/ml) des extraits méthanoliques de T. garganica et L. serriola comparée
aux antioxydants synthétiques (Quercetine et BHT) pour le test d’inhibition du blanchiment de -

carotene
Extrait des feuilles de  Extrait des racines de Extrait des parties BHT Quercetine
T. garcanica T. garganica aériennes de L. serriola
p-Caroténe 17355+ 213 96.8 + 1.22 73 £0.032 146 £0.01 1.57 £0.030

(Hg/ml)
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Figure 39: Activité antioxydante des extraits étudiés par la méthode de B-caroténe

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne =SEM d’au moins trois essais indépendants de
chaque échantillon

*p < 0,10 ; **p < 0,05 ; ***p < 0,001 : significativement différent par rapport aux antioxydants
de référence.

#p<0,10; ## p < 0,05 ; #H p < 0,001 : significativement différent entre les groupes d'extraits.

Dans ce test les radicaux libres (hydroperoxydes) produits par 1’oxydation de 1’acide
linoléique, provoquent 1’oxydation de la B-caroténe hautement insaturée ce qui conduit & sa
décoloration (Bendjabeur et al., 2018). Toutefois, la présence d’un antioxydant dans le milieu
réactionnel pourrait soit inhiber I’oxydation de I’acide linol€ique soit neutraliser les radicaux
libres, ou les deux en méme temps (Ozer et al., 2018 ; Behbahani et al., 2019).

L’oxydation de la B-caroténe a été fortement diminuée en présence des extraits des deux plantes,
ce qui prouve leur capacité de réagir avec les radicaux libres pour les convertir en espéces non
réactives et stables ceci pourrait étre lié a la présence des flavonoides et des polyphénols qui ont
la capacité de piéger les radicaux libres et par conséquent retarder 1’auto-oxydation des lipides
(Ayala et al., 2014 ; Amina, 2021). Il a été démontré aussi, que la structure et la propriété

lipophile des polyphénols favorisent la propriété anti-oxydante, probablement en facilitant
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I’incorporation de ces composés dans la phase lipidique de la membrane (Amessis-Ouchemoukh
etal., 2014 ; Lopez-Gamez et al., 2021).

Des résultats similaires ont été obtenus avec les extraits de Hertia cheirifolia (Bousselssela et al.,
2012) et Globularia alypum (Khantouche et al., 2015). Les profils d’activité antiradicalaire
obtenus avec nos extraits sont en accord avec les travaux de Djeridane et ses collaborateurs
(2010), qui ont estimé I’activité anti-radicalaire de plusieurs plantes, dont Thapsia garganica en
utilisant le radical ABTS (2,2'-azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) et de la méme
maniére ils ont trouvé que la capacité des feuilles est plus forte que celle des racines.
Effectivement, ces résultats sont confirmés par ’existence d’une corrélation positive entre la
teneur en flavonoides et I’activité antioxydante. La présence des flavonoides peut é&tre
responsable de I’activité antioxydante qui inhibe la formation des radicaux libres. Ainsi, ces
flavonoides pourraient étre considérés comme des piégeurs efficaces des radicaux libres,

résultant des toxines du venin dans le cas d’envenimation (Chebrouk, 2009).
5.1.3 Capacité du pouvoir réducteur

On remarque que ’extrait des parties aériennes de L. serriola présente une meilleure
activité réductrice plus que les extraits des feuilles et des racines de T. garganica (Figure 40 ;
Tableau 16). Quantitativement, les parties aériennes de L. serriola présentent le taux le plus
élevé en composés phénoliques (39.816 mg Eq AG/100g PS) avec la plus forte activité
réductrice comparée aux deux autres extraits des feuilles et des racines de T. garganica. Cela
peut étre expliqué par la richesse qualitative de la partie aérienne de L. serriola en composés

phénoliques (polyphénols — flavonoides — tannins).

Tableau 16: IC 5 (ug/ml) des extraits métahnoliques de T. garganica et L. serriola comparée
aux antioxydants synthétiques (Quercetine et BHT) pour le test du pouvoir réducteur.

Extrait des feuilles de  Extrait des racines de Extrait des parties BHT Quercetine
T. garcanica T. garganica aériennes de L. serriola
Pouvoir
réducteur 103.45+ 0.0003 154.55+ 0.001 67.13 £0.014 146+£0.01 1.57£0.030
(Hg/ml)
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Figure 40: Activité antioxydante des extraits étudiés par la méthode du pouvoir réducteur

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne = S.E.M d’au moins trois essais indépendants
de chaque échantillon

*p <0,10 ; **p < 0,05 ; ***p < 0,001 : significativement différent par rapport aux antioxydants
de référence.

#p<0,10; ## p < 0,05 ; #H p < 0,001 : significativement différent entre les groupes d'extraits.

Le pouvoir réducteur correspond a la capacité d’une molécule de céder des électrons dans
une réaction d’oxydoréduction, et il est utilisé pour 1’évaluation de I’activité antioxydante d’un
composé (Yuan et al., 2018 ; Gonzélez-Ballesteros et al., 2021). D’aprés les résultats obtenus,
I’extrait méthanolique des parties aériennes de L. serriola montre un pouvoir neutralisant des
radicaux libres plus important, suivis par les feuilles puis les racines de T. garganica. Cette
activité réductrice pourrait étre due a la présence des flavonoides qui sont des principaux
donneurs d’électrons (Selvaraj et Krishnan, 2021). A cause de leurs faibles potentiels redox, les
flavonoides (FI-OH) sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres
oxydants (R*), comme le superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert
d’hydrogéne et le radical Flavonoxy (FL-0) qui peut réagir avec un autre radical pour former une
structure stable (Makhloufi, 2013 ; Aryal et al., 2019).
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Ces résultats sont en accord avec les travaux de Rebaya et al. (2016), qui ont mis en évidence
une corrélation entre la teneur des extraits en polyphenols et en flavonoides de Cistus salvifolius
et son activité antioxydante et réductrice. Plusieurs auteurs suggérent que I’activité antioxydante
des extraits de ces plantes peut étre due a la présence d’acides phénoliques et des flavonoides
(Nayeem et Imran, 2018). L’activité antioxydante des différents extraits a été étudiée dans le but
d’évaluer leur potentiel responsable de ’activité antivenimeuse, qui pourrait étre expliquée par la
présence des polyphénols dont I’activité antioxydante est bien établic. En effet, plusieurs études
ont rapporté que ’activité antioxydante des plantes qui ont des propriétés thérapeutiques est due
a la présence de substances naturelles principalement des polyphénols et des flavonoides
(Hernandez-Rodriguez et al., 2019).

L’envenimation scorpionique provoque une perturbation du systeme antioxydant caractérisée par
une production de glutathion (GSH) et par une diminution de I’activité de la catalase. Dousset et
ses collaborateurs (2005), ont rapporté également a une augmentation du niveau de NO
(monoxyde d’azote) aprés envenimation expérimentale par Androctonus australis hector,
Tityuszulianus et des venins de T. serrulatus (Dousset et al., 2005). La surproduction de radicaux
libres (NO) pourrait s’expliquer par I’activation de la NO synthase aprés la liaison de la
neurotoxine sur leurs cibles cellulaires, ces especes réactives de 1’oxygene (ROS) qui sont
libérées lors du processus oxydatif aprés envenimation scorpionique peuvent interagir et exercer
leurs effets toxiques en provoquant I’altération de Iintégrité des membranes cellulaires
(Bogdanski et al., 2012; Lamraoui et al., 2014 ). D’apreés les résultats obtenus sur I’activité
antioxydante, il semble que les extraits des plantes étudiées ont maintenu un équilibre oxydant et
antioxydant qui est important dans la protection contre 1’action toxique du venin des scorpions
(Ladjel et Laraba et al., 2020).

5.2 Etude de activité analgésique

5.2.1 Test de contorsion

Les résultats présentés dans la figure 41 montrent que 1’administration d’une dose de 150
et 300 mg/kg des extrais méthanoliques des deux plantes T. garganica et L. serriola ont exercé
un effet analgésique contre la douleur provoquée par I’acide acétique. Cependant, ’effet
inhibiteur le plus élevé vis-a-vis des contractions abdominales est observé avec les trois extraits a

une dose de 300 mg/kg. Le meilleur effet inhibiteur enregistré est celui de I’extrait méthanolique
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de L. serriola suivi par I’extrait méthanolique des feuilles et des racines de T. garganica. Ces
effets sont plus importants que ceux observés avec de I’ASA a 200 mg/Kg. On pourrait conclure
que ces extraits inhibent significativement la douleur induite chez les souris par le formaldéhyde

a 2% par rapport a I’antalgique de référence (I’ASA & 200 mg/kg).
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Figure 41: Effet des extraits Met des feuilles de T. garganica, des racines de T. garganica, des
parties aériennes de L. serriola et de I’ ASA sur les contorsions induites par 1’acide acétique chez
la souris.

Les résultats sont exprimés en tant que Moyenne + S.E.M. d’au moins trois essais indépendants
de chaque échantillon.

T :témoin; LS: L. serriola; TGF : feuilles de T.garganica; TGR : racines de T.garganica; D1:
150 mg/kg ; D2: 300 mg/kg.

*p < 0,10 ; **p < 0,05 ; ***p < 0,001 : significativement différent par rapport au témoin

#p <0,10; ## p < 0,05; ### p < 0,001 : significativement différent par rapport a I’antalgique
de référence (ASA).

Selon Mion et al. (2010), ’envenimation se traduit dans la plupart du temps par une
douleur intense, et le traitement symptomatique doit donc proposer des antalgiques
systématiquement adoptés a I’intensité de la douleur (périphérique ou central). C’est dans ce sens
que s’intégre 1’étude de ’activité analgésique de nos plantes en utilisant trois tests avec une

composante périphérique et centrale.
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Pour évaluer cette activité, trois tests largement utilisés ont été retenus. L’injection intra-
péritonéale de ’acide acétique chez la souris provoque un syndrome douloureux qui se traduit
par des contorsions caractéristiques de type de mouvement d’étirement des pattes postérieures et
de la musculature dorso-ventrale (Kouamé et al., 2021). Ces événements sont fortement liés a la
sensibilisation des récepteurs nociceptifs qui vont induire la synthese des sérotonine et
d’histamine (Morais et al., 2018 ; Ait Tastift et al., 2022).

Les substances dites analgésiques provoquent une diminution significative de ces contorsions, ce
qui est le cas de nos extraits méthanoliques qui possédent une activité analgésique plus
importante a celle obtenue par I’ASA, qui pourrait étre expliquer par la présence des flavonoides
qui sont des inhibiteurs des prostaglandines et des phénomeénes inflammatoires (Nunes et al.,
2020 ; Karbab et al., 2020). Ces effets de ces extraits pourraient étre aussi liés a I’inhibition de la
lipoxygenase/cyclooxygénase (LOX/COX) qui entraine une diminution de la douleur

périphérique (Manju et al., 2018).

5.2.2 Test da la plaque chauffante

Comme le montrent les résultats du test antalgique par la plaque chauffante, le puissant
effet sur la sensibilité nociceptive en réduisant le temps de latence et le plus proche de celui de la
morphine (10mg/kg) est enregistré avec les deux extraits, les feuilles de T. garganica [6.3 £
0.385 ; P < 0,001] et les parties aériennes de L. serriola [5.88 £ 0.354; P < 0,001] a une dose de
300mg/kg. L’administration de ces plantes diminue le temps de réaction vis-a-vis du stimulus
nociceptif pour le groupe traité par rapport au proupe témoin [Témoin 6.26 + 0,271; P < 0,001]
(Figure 42).
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Figure 42: Effet des E.Met des feuilles de T. garganica, racines de T. garganica et parties
aériennes de L. serriola sur le temps de latence dans le test de la plaque chauffante chez la
souris.
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Les résultats sont exprimés en tant que Moyenne + S.E.M d’au moins trois essais indépendants
de chaque échantillon.

T :témoin; LS: L. serriola; TGF : feuilles de T.garganica; TGR : racines de T.garganica; D1:
150 mg/kg ; D2: 300 mg/kg.

*p < 0,10 ; **p < 0,05 ; ***p < 0,001 : significativement différent par rapport au témoin

#p <0,10; ## p < 0,05; ### p < 0,001 : significativement différent par rapport a I’antalgique

de référence (Morphine).

Afin de confirmer cet effet central, on a fait appel au test de la plaque chauffante qui a
pour but I’étude de I’activité analgésique centrale en augmentant le temps de réaction de I’animal
vis-a-vis de ces genres de stimuli comme la morphine qui est un analgésique central, utilisée
comme produit de référence. Son pouvoir analgésique résulte de D’activité agoniste des
récepteurs opioidergiques, associée a une action inhibitrice de recapture neuronale de la
sérotonine et de la noradrénaline (Aminabee et al., 2019 ; Islam et al., 2020).

D’aprés Aziz et al. (2019) et Ofeimun et al. (2022), les stimuli thermiques sont sélectivement
inhibés par les analgésiques centraux. L’extrait a augmenté le temps de réaction des souris face a
la douleur thermique. On peut dire que I’extrait de notre plante posséde un effet analgésique
central.

Nos résultats sont en accord avec plusieurs études qui suggérent ’activité antalgique de la plante
T. garganiga (Berri, 2011; Karadeniz et al., 2021) et de la plante L. serriola (Abdul-Jalil et al.,
2020 ; Bubenchikov et al., 2020).

5.2.3 Test au formol ‘Formalin test"

D’aprés la figure 43, les résultats obtenus dans la phase précoce montrent que les extraits
des feuilles et des racines de T. garganica et des parties aériennes de L. serriola diminuent le
temps de léchage de la patte par rapport au groupe témoin (P<0,001) [témoin 122,478 + 8,842].
Cette différence reste statistiquement hautement significative méme dans la phase tardive (P<
0,001), les trois extraits ont diminué le temps de léchage comparé au groupe témoin F=28.401
[traité 29,538 + 22,212 Vs témoin 191,720 + 11,007]. Cet effet est plus important par rapport a
celui du groupe traité par ’acide acétysalicylique (200 mg/kg) (Figure 44).
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Figure 43: Effet des extraits méthanoliques des feuilles de T. garganica, des racines de T.
garganica et des parties aériennes de L. serriola sur la douleur induite par le formaldéhyde au
cours de la phase précoce (0 a 5minutes).

Les résultats sont exprimés en tant que Moyenne + S.E.M d’au moins trois essais indépendants
de chaque échantillon.

***P<(,001 Vs. T : Témoin ; LS: L. serriola; TGF : feuilles de T. garganica; TGR : Racines
de T. garganica; ASA : Acide acétysalicylique; D1: 150mg/kg ; D2: 300mg/kg.
*p< 0,10 ; **p < 0,05 ; ***p < 0,001 : significativement différent par rapport au témoin

#p<0,10; ## p <0,05; ##H p < 0,001 : significativement différent par rapport a I’antalgique

de référence (Acide acétysalicylique).
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Figure 44: Effet des extraits méthanoliques des feuilles de T. garganica, des racines de T.
garganica et des parties aériennes de L. serriola sur la douleur induite par le formaldéhyde au
cours de la phase tardive (15 a 30 minutes).

Les résultats sont exprimés en tant que Moyenne + S.E.M d’au moins trois essais indépendants
de chaque échantillon.

***P<0,001 Vs. T : Témoin ; LS : L. serriola; TGF : feuilles de T. garganica; TGR : Racines de
T. garganica; ASA : Acide acétysalicylique; D1: 150mg/kg ; D2: 300mg/kg.

*p <0,10 ; **p < 0,05 ; ***p < 0,001 : significativement différent par rapport au témoin

#p <0,10; ## p < 0,05; ### p < 0,001 : significativement différent par rapport a I’antalgique

de référence (Acide acétysalicylique).

Afin de confirmer les résultats des tests précédents, une étude avec le formaldéhyde
comme inducteur de nociception a été réalisée (Test au Formol), en utilisant la morphine comme
molécule de référence. Dans ce test, deux phases sont distinguées, une phase précoce (0-5 min)
due a ’activation des fibre-C et un stimulus périphérique causé par le formaldéhyde, la deuxiéme
phase (15-30 min) est en relation avec la réponse inflammatoire au cours de laquelle il y a
libération de la sérotonine, I’histamine, les bradikinines et les prostaglandines qui provoquent la
sensibilisation des neurones nociceptifs centraux (Abdi, et al., 2020 ; Bouhanika et al., 2020).
Tous les extraits ont montré des effets inhibiteurs sur les deux phases (précoce et tardive) de la
douleur, semblablement aux analgésiques centraux comme la morphine qui inhibe les deux
phases du test de formaldehyde (Obese et al., 2021).
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D’aprés ces résultats, on peut dire que les extraits méthanoliques des deux plantes sont des
analgésiques périphériques et centraux. De ce fait, ces extraits auraient le méme mécanisme
d’action que I’ASA, l’indométhacine et la phénylbutazone qui sont dotées d’activités
analgésiques périphériques. Ils possedent aussi le méme mécanisme de la morphine,
I’oxycodone, la péthidine, I’hydromorphone, le sufentanil, en bloquant de fagon réversible la
cyclo-oxygénase au niveau du systéme nerveux central et empéche donc la production des
prostaglandines responsables de la fiévre (effet anti-pyrétique central) et de la sensibilisation des
nocicepteurs périphériques (effet antalgique périphérique) (Nesa et al., 2018 ; Ribeiro et al.,
2021). D’aprés ces résultats on peut conclure que c’est grace a cette propriété antalgique que nos

plantes pourraient contrebalancer les douleurs induites par I’envenimation scorpionique.

5.3 Etude de I’activité anti inflammatoire

L’inflammation induite par I’injection sous plantaire de la carragénine au lot témoin
entraine une augmentation significative du volume moyen de I’cedéme de 77.362, 89.239 et
90.27 respectivement & Ty, Tan et Ten avec un maximum enregistré a 6h00 (Figure 45).
L’administration orale de médicament de référence, le Diclofénac (75mg/3ml) a une dose de
0.14 mg/kg a réduit de fagon significative I’augmentation du volume de la patte gauche avec un
volume de 40.776, 35.922 et 1.94 respectivement aux temps Tin, Tanet Teh aprés I’injection de la
carragénine. L’administration de 1’extrait méthanolique des feuilles de T.garganica a une dose
de 300 mg/kg prévient de maniére significative (p <0.05) I’cedéme de la patte des souris induites
par la carragénine. Les trois extraits administrés par voie orale aux doses de 150 et 300 mg/kg
induisent une diminution de volume de I’cedéme par rapport au témoin a 1h00, 3h00 et 6h00 ce

qui suggere que les deux plantes possédent une action anti-inflammatoire (Figure 46).
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Figure 45: Variation du volume de la patte de la souris induite par la carragénine.
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Figure 46: Variation du pourcentage moyen d’inhibition de 1’cedéme aprés administration des
extraits (SD ; GF ; GR) a la dose (150 mg ; 300 mg) aux souris Swiss. Les résultats sont
exprimés en tant que Moyenne + S.E.M d’au moins trois essais indépendants de chaque

échantillon.

*p < 0,10 ; **p < 0,05 ; ***p < 0,001 : significativement différent par rapport au témoin.
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T : témoin ; SD1 :L. serriola; GF : feuilles de T.garganica; GR: racines de T.garganica;D1:
150 mg/kg ; D2: 300 mg/kg. T : témoin ; SDL1 :L. serriola; GF : feuilles de T.garganica; GR:
racines de T.garganica;D1: 150 mg/kg ; D2: 300 mg/kg.

D’aprés les résultats obtenus on peut conclure que les extraits méthanoliques des feuilles
et des racines de T. garganica et des parties aériennes de L. serriola possédent une activité
anti- inflammatoire intéressantes qui se rapproche de celle des anti-inflammatoires de référence
(Figure 46).

L’inflammation est un processus parmi plusieurs qui est inclus dans la physiopathologie
de I’envenimation scorpionique. A travers ce test on veut montrer que nos plantes sont
impliquées aussi dans la voie inflammatoire.

L’cedéme provoqué par la carragénine dans la patte de la souris, comporte trois phases
distinctes : une premiére phase qui fait intervenir 1’histamine et la 5-hydroxytryptamine qui
favorise la vasodilatation, la transsudation plasmatique et I’cedéme, une deuxiéme phase qui fait
appel aux kinines comme médiateurs augmentant la perméabilité vasculaire et une troisieme
phase dont le médiateur est supposé étre la prostaglandine (Oguntibeju, 2018). Cette libération de
prostaglandines est associée a la migration leucocytaire dans la zone enflammée. Les
prostaglandines interviennent aussi dans les processus inflammatoires aigus ou chroniques
(Ginwala et al., 2019). De plus, plusieurs études ont démontré que I’envenimation scorpionique
grave est associée a une réaction inflammatoire systémique, qui engendrent une décharge
massive des neurotransmetteurs (Bahloul et al., 2017) comme le cas provoqué par la carragénine.
Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanoliques des deux plantes a une dose de 300
mg/kg ont exercé un effet anti-oedémateux meilleur que celui de mlécule de référence, le
Diclofénac. L’inhibition la plus élevée de I’oedéme a été observée aprés 4h de I’induction de
I’inflammation, ce qui suggeére que 1’activité anti-inflammatoire des extraits s’exerce davantage
sur la synthése des médiateurs lipidiques (prostaglandines et leukotrienes) pro-inflammatoires
durant la deuxiéme phase de I’inflammation (Ouédraogo et al., 2012).

La richesse de nos plantes en polyphénoals et en flavonoides explique en grande partie leur effet
anti-inflammatoire. Particulierement, les flavonoides aglycones comme la quercetine, ’acide
gallique, la catéchine sont responsables de I’inhibition et de 1’activation des promédiateurs

essentiels pour I’expression des cytokines pro-inflammatoires (Hussain et al., 2020).
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En plus, les tanins ont la capacité d’inhiber la phospholipase A2, conduisant ainsi a I’inhibition
des leucotriénes et des prostaglandines (Ciumarnean et al., 2020 ; Enechi et al., 2021).

Nos résultats sont en desaccord avec ceux de (Berri, 2011) qui a montré que le traitement par des
infusions de racines de T. garganica n’a aucun effet sur I’inflammation.

D’autre part, nos résultats corroborent avec ceux d’Orhan et al., (2007) concernant la plante L.
serriola.

Plusieurs études ont montré que les désordres biologiques consécutifs a une envenimation
scorpionique sont dus a une réponse inflammatoire caractérisée par la libération de divers
médiateurs inflammatoires (Chacko et al., 2010 ; Feily et al., 2012), qui sont exprimés en
réponse aux toxines du venin de scorpion (Bode et al., 2009 ; Lee et al., 2012). De méme,
d’apres les résultats obtenus les extraits des plantes étudiées sont capables d’inhiber de maniere

tres significative cette inflammation.
6 Etude des propriétés toxicologiques des venins des scorpions

6.1 Etude des propriétés du venin du scorpion B. occitanus

6.1.1 Dosage des protéines du venin

La mesure de la densité optique des protéines contenues dans le surnageant du venin a
une longueur d’onde de 595 nm de B. occitanus a révélée une moyenne de densité optique de
I’ordre de 0.157. D’aprés la courbe d’étalonnage, la concentration du venin est de ’ordre de
13.32 pg/ul. Puisque nous avons utilisé un volume de 2 ul, on a divisé cette concentration par 2

afin d’obtenir une valeur de 6.66 pg/pl (Figure 47).
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Figure 47: Courbe de la gamme étalon de la teneur en protéines du venin

6.1.2 Détermination de la DLsy du venin

Dans le but de déterminer la toxicité du venin de B. occitanus (DLsp), quatre doses ont
été choisies en partant d’aucun cas de déces a 100% de mortalité.
Le nombre de souris décédées est déterminé pour chaque groupe et le pourcentage de mortalité
est calculé, puis transformé en Probit en utilisant une table de conversion. Ainsi, la DLsg est
déterminée a partir de la courbe soit par projection ou a I’aide de 1’équation représentée sur la
figure 46. D’apres les résultats obtenus dans le tableau 17 et la courbe de la figure 48, nous

avons noté que la DLsp du venin B. occitanus par voie sous cutanée est de :

DLso=Anti log (2.72) = 0.524 mg/kg

Tableau 17: Calcul du probit pour la détermination de la DLsg

Concentration (ng/kg) Log10 concentration  Effectif Nombre Mortalité% Probit

De morts
400 2,6 5 0 0% 3,35
500 2,69 5 2 40% 4,75
600 2,77 5 3 60% 5,25
700 2,84 5 5 100% 6,65

Pour obtenir le probit de 0%et 100% on a utilisé les formules suivantes :
0% = (0.25/n)*100 et 100% = 100*[(n-0.25)/n] avec n : I'effectif
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Figure 48: Courbe de détermination de la dose létale 50 du venin de B. occitanus

6.1.3 Détermination de la DLgg du venin

L’objectif de cette partie est de déterminer la dose létale qui provoque la mort de 99%
de D’effectif total. On a choisi cette dose car les chances de mortalité des souris a la DLgg sont
plus importantes que la DLgy. La DLgg injectée aux souris produit 100% de déces et sa
détermination a été basée sur la méme méthode que celle de la DLso. D’aprés la figure 49 on
constate que la DLgg du venin B. occitanus par voie sous cutanée est de DLgg = Anti log (2.84) =
0.69mg/kg.
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Figure 49: Courbe de détermination de la Dose létale 99 du venin du scorpion B. occitanus

6.2 Etude des propriétés du venin du scorpion B. atlantis

6.2.1 Dosage des protéines du venin

La concentration en protéines du venin du scorpion B. atlantis est déterminée par la
projection de la densité optique moyenne sur I’axe des abscisses de la courbe d’étalonnage de
BSA, qui correspond & 0.212 a une longueur d’onde de 595 nm. D’aprés la courbe, nous avons

noté une concentration du venin B. atlantis de ’ordre de 7,7ug/5pl soit 1.54 pg/ul (Figure 50).
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Figure 50: Courbe d’étalonnage de la teneur en protéines du venin du scorpion B. atlantis

6.3 Détermination de la DLsy du venin B. atlantis

Les résultats obtenus aprés injection des doses croissantes du venin des scorpions B.
atlantis par voie sous-cutanée a des groupes composés de six souris sont reportées sur le
Tableau 18. Pour chaque groupe, le pourcentage de mortalité est calculé et transformé en probit.
La détermination de la DLsy est réalisée par projection sur la courbe de la Figure 51.
Les pourcentages de mortalité pour 0 et 100 sont corrigés avant la détermination des probits
comme suit : Pour 0% de morts : 100 (0,25 / n) ; Pour 100% de morts : 100 (n-0,25/n)] avec n :
I’effectif.
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Tableau 18: La détermination de la DLs apres injection sous cutanée du venin des scorpions
B.atlantis chez les souris

Dose Log10 Nombre Nombre de  Pourcentage de Pourcentage Probit
(ng/kg) dose d'animaux morts mortalité (%)  corrigé (%)

300 2,47 6 0 0 4,16 3,25

350 2,54 6 2 33,33 33,33 4,56

400 2,6 6 3 50 50 5

500 2,69 6 4 66,67 66,67 541

600 2,77 6 6 100 95,83 6,65

Les valeurs de probit sont représentées en fonction des log-doses, puis la dose correspondante au
probit 5, c’est-a-dire 50% est déterminée (Figure 51). Dans notre étude, le log DLsg est de 2,6.

D’apreés la formule suivante : DLsp=Anti log (2.6), donc la DLsg = 0,4 mg / kg, soit 400ug / kg.

Probit
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Figure 51: Courbe de la dose Iétale 50 du venin des scorpions B. atlantis

6.3.1 Détermination de la dose létale 99 (DLg) du venin
La dose létale 99% est déterminée en suivant la méme méthode utilisée dans la
détermination de la dose létale 50 (DLsp).
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D’aprés la figure 52 on constate que la DLgg du venin du scorpion B. atlantis injectée par voie
sous-cutanée est de DLgg = Anti log (2.77) = 0.59mg/Kkg.
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Figure 52: Courbe de détermination de la Dose létale 99 du venin des scorpions B. atlantis

L’envenimation scorpionique constitue un probléme fortement li€¢ a la présence d’une
faune scorpionique réputée dangereuse a venin toxique. Plusieurs études ont été effectuées sur le
scorpion noir Androctonus mauritanicus, mais peu d’études ont été publiées sur les effets
toxicologiques des venins de B. occitanus et B. atlantis. C’est dans ce contexte que s’intégre
I’étude de la toxicité du venin de B. atlantis de la région d’Essaouira, et du venin des scorpions
B. occitanus collectés de la région d’El-Jadida. Le premier venin nous a donné une DLs, de
0.524 mg /kg, alors que le deuxieme nous a donné une valeur de I’ordre de DLsg de 0,4 mg/kg.
D’apres I’étude de Diezi en 1989, et les travaux de Nene Bi et ces collaborateurs en 2008, les
substances peuvent étre classées selon leurs DLso en substances hautement toxiques (DLsg
inférieure a 5 mg/kg du poids corporel) et en substances faiblement toxiques (DLsy supérieure a
5000 mg/kg). Les valeurs de DLs (0.524 mg/kg ; 0,4 mg/kg) que nous avons obtenues classent
les venins de B. occitanus et B. atantis parmi les substances hautement toxiques ce qui

caractérise la dangerosité de ces scorpions.
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Selon Hassan, (1984) et Zlotkin, (1972), la DLsy du venin de B. occitanus de la région
méditerranéenne administrée par voie sous-cutanée a des souris est de 0.9 mg/kg, qui est
différente a la DLsp de notre étude (0,524mg/kg). Cela soutient I’idée que la toxicité du venin
varie selon ’espéce et parfois méme sous espéce, sa taille, son ge, sa nutrition et les conditions

climatiques et géographiques (Bouimeja et al., 2021 ; Mendoza-Tobar et al., 2021).

Concernant 1’espece de scorpions B. atlantis en comparant sa DLsg (0,4 mg/kg) avec celle des
autres especes, elle est moins toxique que Buthus lienhardi dont la DLs est 0,27 mg/kg (Ait
Laaradia et al., 2018), mais plus toxique que Buthus occitanus qui a une DLsy de 0,524 mg/kg
(Bouimeja et al., 2018).

6.3.2 Observation des signes de toxicité

Durant le test de la détermination de toxicité aigie, les animaux ont été observés pendant
les 2 premieres heures, puis a 6 et 24 heures afin de déterminer les signes de toxicité. Les

réponses observées sont présentées dans la figure 53 selon I’ordre d’apparition comme suit :
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Figure 53: Classement des signes de toxicité observés chez les souris envenimées selon 1’ordre
d’apparition

Pendant la détermination de la toxicité aigué, les souris envenimées ont montré divers
symptomes d’intoxication tels que : excitabilité, hyper salivation, faiblesse, toilettage, troubles
respiratoires, mastication, secousses des extrémités, frottement des membres, paralysie, coma et
finalement la mort. La rapidité d’apparition de ces symptomes est corrélée a la dose du venin
(DLso, DLgg). La cause possible de la mort de 1’animal pourrait étre due & une défaillance des
organes multi-systéme par I’effet toxique du venin (Amr et al., 2021). Cette observation est en
accord avec d’autres études effectuées par El Hidan et al. en 2016 sur le venin du scorpion
Androctonus liouvillei et les travaux de Ait Laaradia et al. en 2018 sur le venin du scorpion

Buthus lienhardi.
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6.4 Etude des propriétés toxicologiques des espéces de scorpions du genre
Buthus

6.4.1 Détermination de la teneur en protéines des venins

L’absorbance des échantillons des venins extraits des espéces de scorpions étudiés est
mesurée. Les valeurs obtenues a partir des tubes de la gamme standard permettent de tracer une
droite standard : absorbance = f (quantités). Cette proportionnalité permet de déterminer la
guantité de protéine contenue dans chaque venin des espéces étudiées.

La concentration en protéines contenue dans le venin de chacun des espéces de scorpions
étudiées montre une valeur de teneur en protéines de 7,85 pg / pl dans le venin de B. lienhardi,
suivi par celui de B. atlantis avec une valeur de 7,7 pg / ul, puis par B. paris, B. occitanus et B.
mardochei avec respectivement des valeurs de 7,62 pg / pl. 6,66 pg / pl et 6,4 pg / pl

respectivement (Figure 54).

Concentration en
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Ho/pl
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3
2
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Buthus linhardi  Buthus atlantis Buthus Paris  Buthus occitanus Buthus mardotchi
Espéces de scorpions

Figure 54: Teneur en protéines des venins des espéces de scorpions étudiées.
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6.4.2 Détermination et comparaison des doses létales médiane (DLx)
des venins

Les valeurs DLsg des venins de scorpion collectés sont évaluées chez des souris Swiss de
poids corporel de 25 + 2 g injectées par voie S.C (Tableau 19).
Les données expérimentales indiquent que le venin le moins toxique est celui de B. mardochei.
Alors que, le venin de B. occitanus est environ deux fois plus toxique que le venin de B.
mardochei. Ainsi, le venin de B. lienhardi est plus toxique que celui de B. mardochei, de B.
paris et de B. atlantis.
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Tableau 19: Valeurs de DLso du venin d'especes de scorpions étudiées par mode d'injection sous-cutanée calculées par la méthode de probit

Espéces de Poids des Nombre de survivants . DLsg
scorpions Dose (Lg/kg) souris (g) apres 24h Probit (mg/kg)

Buthus mardochei | 900 | 1000 | 1200 | 1300 | 1500 | 25-27 0| 3| 4|6| 8 |335/|325]| 5 |567]|665]| 100
Buthus occitanus | s34 | 350 | 400 | 500 | 600 25-27 0| 4|5 |6| 8 |325| 5 |531]567|665]| 052
Buthus paris 450 | 500 | 550 | 600 | 650 | 25-27 0| 2|4 |7| 8 [33|43]| 5 |613]|675| 045

Buthus atlantis
400 | 500 | 600 | 650 | 700 | 25-27 0| 2|5 |6| 8 |33 |433|531]|567|675]| 040

Buthus lienhardi
160 | 200 | 250 | 270 | 456 | 9597 0| 3| 4|5| 8 |325/|467| 5 |531|675]| 027
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6.4.3 Comparaison des doses létales (DLsg) des venins étudiés

Dans cette expérience nous avons essayé de comparer la toxicité des venins des scorpions
étudiés avec celle des venins des autres espéces de scorpions connue par la toxicité de leurs

venins (Tableau 20).

Tableau 20: Comparaison de la toxicité des venins des espéces de scorpions étudiées avec celle

des autres especes connues par la toxicité de leurs venins

Scorpions de notre DLsg mg/kg .
étude des souris Origine Référence
B. lienhardi 0.27 Maroc La présente étude
. Algeria, Tunisia, Simard and Watt,
Androctonus australis 0.3 Lybia 1984
Centruroides santa maria 0.39 ACent_ral Zlotkin, 1971
merique
B. atlantis 0.40 Maroc La présente étude
i . Fischer and Bohn,
Tityus serrulatus 0.43 Brazil 1957
B. paris 0.45 Maroc La présente étude
. . . Hassan, 1984,
Androctonus crassicaulla 0.5 Middle Ariary Zlotkin, 1976
B. occitanus 0.52 Maroc , ,
' ' La présente étude
Buthacus arenicola 0.99 L Af,‘fllélr‘:e du Zlotkin, 1971
; Maroc
B.mardochei 1.00 La présente étude
Hottentotta saulcyi 1.01 Iran Hassan, 1984
Buthus occitanus Emerich et al.,
mardochei 15 Maroc 2017
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Toutes les espéces de scorpions sont venimeuses. Cependant, quelques especes seulement sont
dangereuses pour I’homme (Amr et al., 2021).
Presque toutes ces espéces mortelles appartiennent a la famille des Buthidea ou B. lienhardi est

spécifiquement classé parmi les scorpions les plus toxiques avec une DLsg de 0,27 mg / kg,

suivie par le scorpion B. atlantis qui posséde une DLsg de I’ordre de 0,40 mg / kg moins que le
scorpion brésilien Tityus serrulatus (0,43 mg / kg). Alors que B. paris (0,45 mg / kg) révéle une
plus grande toxicité que Androctonus crassicaulla (0,5 mg / kg) et B. occitanus (0,52 mg / kg).
La toxicité de B. mardochei (1,00 mg / kg) est comprise entre celle de Buthacus arenicola (0,99
mg / kg) et celle de Hottentotta saulcyi (1,0 mg / kg). Tous les scorpions étudiés présentent une
toxicité plus faible que celle décrite pour le venin du scorpion noir endémique du Maroc
Androctonus mauritanicus (DLsg allant de 0,050 - 0,2 mg / Kg), qui pourrait étre considéré

comme le venin de scorpion marocain le plus toxique (Emerich et al., 2017).

7 Etude in vivo de P’activité antivenimeuse de T. garganica et de L. serriola
contre les venins des scorpions B. occitanus et B. atlantis

7.1 Test de neutralisation du venin de B. occitanus par I’extrait méthanolique
des feuilles de T. garganica

Nous avons constaté que I’injection sous cutanée du venin de B. occitanus induit un
temps de survie moyen de 27.90 min. Une dose de 1g/kg de I’extrait de T.gargarica administrée
aprés 5 min de I’injection du venin, induit un temps de survie moyen de 33,616 min. Donc,
I’extrait de T. garganica avec une dose de 1g/kg semble avoir une activité antivenimeuse en
favorisant une augmentation du temps de survie de 1’ordre de 5.716 min. Durant toutes les
expériences effectuées, les lots auxquels nous avons administré I’extrait de la plante seule, et le
groupe de contrdle ne montrent aucun signe de toxicité et restent toujours en vie.
L’enregistrement de la durée entre I’injection du venin et le décés de 1’animal désigne une survie
de 27 min 90s. Tandis que le groupe des souris administré par 1’extrait des feuilles de
T.garganica a une dose de 2 g/kg montre un effet protecteur total chez 40% des souris contre le
venin de B. occitanus et les 60% montrent d’avantage une moyenne de survie de 1837.73 min
(Figure 55).
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Figure 55: Résultats de test de neutralisation du venin par I’extrait des feuilles de T. garganica

7.2 Tests de neutralisation du venin de B. occitanus par I’extrait
méthanolique des racines de T. garganica

La DLgg du venin de B. occitanus dans tous les lots étudiés a entrainé une mortalité de

100% aprés 0,46 h. L’extrait méthanolique des racines de T. garganica a considérablement

augmenté le temps de survie moyen (7,38 h) (Figure 56).
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Figure 56: Résultats de test de neutralisation du venin de B.occitanus par I’extrait des racines de
T. garganica

7.3 Tests de neutralisation du venin de B. atlantis par I’extrait méthanolique
de L. serriola

Les souris injectées (S.C) avec du venin seul ont pu survivre seulement 34 minutes.
Tandis que la neutralisation du venin de B. atlantis par I’administration de 0,5g/kg de I’extrait de
la plante 5 min aprés I’injection du venin a entrainé une augmentation du temps moyen de survie
de 88 min. Cependant, I’administration de ’extrait de L. serriola a une dose de 2 g/kg a des
souris envenimées s’est avérée plus efficace en montrant un pouvoir protecteur de 66.66% et une
moyenne de survie de 2952 min, et pour les animaux du groupe ayant regu 1’extrait de la plante

seule et du groupe contrdle restent vivantes et ne montrent aucun signe de toxicité (Figure 57).
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Figure 57: Résultat du test de neutralisation aprés injection de I’extrait méthanolique de L.
serriola contre le venin de B. atlantis

Jusqu’a aujourd’hui, aucune mesure de remplacement du traitement par la sérothérapie
n’est disponible, a I’exception des remedes a base de plantes naturelles, qui montrent des attentes
prometteuses (Memmi, 2007 ; Attard, 2013 ; Bouimeja et al., 2018, 2019 ; Butt et al., 2021,
Emam et Al-Otabi, 2022).

Dans ce présent travail, nous avons étudié pour la premiére fois au Maroc I’activité
antivenimeuse de T. garganica (feuilles et racines) et L. serriola (parties aériennes) en testant
leur pouvoir neutralisant.

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir protecteur de 1’extrait des feuilles de T. garganica
a une dose de 2g/kg est meilleur par rapport a une dose de 1g/kg. Les animaux traités par cet
extrait développent quelques symptomes tels que les vomissements, les endormissements, ce qui
peut témoigner 1’effet sédatif de T. garganica (Avato et Argentieri, 2018).

Selon Benkaddour (2019), Khamadj et Dahmani (2019), elle est aussi utilisée comme moyen
révulsif, c'est-a-dire que la plante permet de retenir le sang sur une partie du corps le plus
souvent la peau et atténue la rapidité de la circulation et la distribution du venin dans les
différents compartiments de 1’organisme. Cet effet est comparé a celui du garrot qui est appliqué
généralement dans les traitements traditionnels contre I’envenimation (Touloun, 2004).
Selon Moujir et al. (2022), les feuilles étaient appliquées en cataplasme afin de calmer les
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douleurs articulaires, ce qui peut étre le cas lors d’une piqire scorpionique. En plus des feuilles,
on a testé aussi le pouvoir protecteur de 1’extrait racinaire de la plante. Ce test a révélé une bonne
protection par I’administration d’une dose de 500 mg/kg au lieu de 100 mg /kg de I’extrait.

Les chercheurs ont montré que le thapsigargine, qui est I’un des principes actifs de la plante T.
garganica posséde une activité antioxydante contre le stress rénal et cardiaque (Alyane, 2012).
Par conséquence, on pourrait supposer que C’est grice a ses propriétés antioxydantes que la
plante peut contrebalancer I’intoxication venimeuse.

Notre travail indique clairement que les extraits méthanoliques des feuilles et de racines de T.
garganica pourrait avoir une activité neutralisante contre le venin de scorpion B. occitanus d’une
maniére dose-dépendante.

Aussi, nous avons étudié I’activité antivenimeuse de la partie aérienne de la plante L. serriola
contre le venin de B. atlantis. Pour ce faire, on a procédé a un test de neutralisation de sa partie
aérienne, ce test a révélé une bonne protection par une dose de 2 g/kg au lieu de 0.5 g/kg de
I’extrait avec un pourcentage de protection de 66,66%. Ce résultat pourrait &tre expliquer par la
présence du lactucarium contenant de la lactucone, de la lactucine et des acides lactuciques
(llglin et al., 2020 ; Abdul-Jalil et al., 2020), obtenu aprés évaporation du jus de la plante, qui est
utilisé en médecine pour ces propriétés antispasmodique, digestif, diurétique, hypnotique,
narcotique et sédatif (Alshathly et Elsharkawy, 2014 ;Qasem, 2015). Les mémes résultats ont été
observés par Jiménez-Ferrer et al. (2005), avec I’extrait d’hexane des racines d’Aristolochia
elegans (50 mg/kg) sur le venin du scorpion Centruroides limpidus. Par ailleurs, I’effet
protecteur pourrait étre lié a la présence des composés phénoliques tels que les alcaloides, les
coumarines, les saponines, les flavonoides et les tanins qui sont déterminés a partir d’une analyse
phytochimique de I’extrait de la plante. D’aprés Paun et al, (2018) ces métabolites possédent des
activités anti-inflammatoires et antioxydantes. De plus, une analyse d’HPLC de I’extrait a révélé
la présence de la quercétine, de 1’acide p-coumarique, de I’acide chlorogénique et de plusieurs
autres métabolites, qui pourraient expliquer le pouvoir neutralisant de la plante. Sachant que la
quercétine est trés connue par ces propriétés antioxydantes (Xu et al., 2019), et I’acide p-
coumarique par ces propriétés anti-apoptotiques qui lui permettent d’inhiber chez les rats
I’infarctus du myocarde induit par 1’isoprotérénol (Stanely et Abhro, 2013 ; Rafiee et al., 2020)

qui pourrait étre utile dans le cas des envenimations scorpioniques.
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8 Etude histopathologique des organes des souris traitées

8.1 Extrait des feuilles de T.garganica

Afin d’observer les effets tissulaires du venin, et son rétablissement par I’extrait des
feuilles de T. garganica a la dose de 2g/kg. On a procédé a une étude histopathologique au
niveau du foie, du coeur, des poumons et des reins des souris swiss.

Le Tableau 21 représente I’intensité des symptomes d’altérations histologiques au niveau de
certains organes pour chaque groupe d’animaux. La Figure 58 illustre les altérations observées
au niveau des coupes histologiques réalisées.
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Figure 58: Coupes histologiques réalisées au niveau des différents organes (reins, foie, cceur et
poumons) aprés 3h d’injection SC d’une dose de DLsg du venin du scorpion B.occitanus.

a: Rein de la souris témoin; a@;: Rein d’une souris envenimée ; A,: Rein d’une souris
envenimée et traitée avec 1g/kg de I’extrait des feuilles de T. garganica ; az: Rein d’une souris
envenimée et traitée avec 2g/kg de I’extrait des feuilles de T. garganica ; b : Foie de la souris
témoin ; by : Foie d’une souris envenimée ; D,: Foie d’une souris envenimée et traitée avec
lg/kg de I’extrait des feuilles de T. garganica ; b3: Foie d’une souris envenimée et traitée avec
2g/kg de D’extrait des feuilles de T. garganica ;C: Cceur du témoin ; C; : Ceeur d’une souris

envenimée ;C, :Ceeur d’une souris envenimée et traitée avec 1g/kg de 1’extrait des feuilles de T.
garganica ; c3: cceur d’une souris envenimée et traitée avec 2g/kg de I’extrait des feuilles de T.

garganica ; d: Poumons du témoin ; d; : Poumons d’une souris envenimée ; d,: Poumons
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d’une souris envenimée et traitée avec lg/kg de I’extrait des feuilles de T. garganica ; ds:

poumons d’une souris envenimée et traitée avec 2g/kg de I’extrait des feuilles de T. garganica.

Tableau 21: Le degré d’apparition des symptomes observés au niveau des organes des souris
envenimees et d’autres envenimées et traitées par I’extrait des feuilles de T.garganica d’aprés

I’étude histologique réalisée

; Venin+f T.G
. P - Venin+f T.G Plante
Traitement Témoin | Venin 1g/kg 2g/kg 2g/kg
Organe Symptdmes
Ceeur
Hémorragies - +++ ++ ++ -
(50%) (25%) (20%)
Dégénérescences - ++ ++ + !
des myofibrilles (45%) (40%) (20%)
Désorganisation des - +++ + + I
myofibrilles (40%) (25%) (10%)
Reins
Hémorragies +++ + + K
(15%) (25%) (15%)
Désorganisation - +++ ++ - !
des glomérules (20%) (15%)
Nécrose tubulaire - +++ + + L
(55%) (25%) (5%)
Gonflement glomérulaires - +++ ++ - !
(20%) (5%)
Destruction de la capsule - +++ + - ]
de Bowman. (75%) (5%)
Foie
Hémorragies - +++ + + s
(25%) (15%) (5%)
Nécrose Centrolobulaire - ++ ++ - ]
(45%) (10%)
Dégeénérescence vacuolaire - +++ - - !
(15%)
Poumons
Hémorragies - +++ ++ + s
(45%) (20%) (10%)
Ruptures des structures - +++ ++ + 3
alvéolaires (50%) (15%) (5%)
Epaississement des cloisons - +++ ++ + L
alvéolaires (40%) (15%) (5%)

Plante : T. garganica (Extrait des feuilles) ; Dose 1 = 1g/kg et Dose 2 = 2g/kg.

+++ : Sévere, ++ : Moyen, +: Minime, -
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8.2 Extrait de la racine de T.garganica

L’analyse histopathologique des organes vitaux (cceur, reins, foie et poumons) des souris
ayant recu une dose de DLgg (0,524 mg / kg) du venin de B. occitanus et des souris injectées et
traitées par administration orale de I’extrait méthanolique de racine de T. garganica (100 mg / kg
et 500 mg / kg), a montré de graves altérations au niveau de tous les organes vitaux des souris
injectées avec uniquement du venin. Tandis que, les souris envenimées puis traitées par 1’extrait
méthanolique des racines de T. garganica a différentes concentrations ont montré une réduction

remarquable des Iésions induites par le venin (Tableau 22, Figure 59).
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Figure 59: Coupes histologiques réalisées au niveau des différents organes reins, foie, cceur et
poumons des souris aprés 3h d’injection SC d’une dose de DLsy du venin du scorpion B.
occitanus
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Tableau 22: Le degré d’apparition des symptomes observés au niveau des organes des souris
envenimeées et d’autres envenimées et traitées par 1’extrait des racines de T.garganica d’aprés

I’étude histologique réalisée

i c v Venin+rT.G | Venin+rT. Plante
0,5 g/kg G 2g/kg (2g/kg)
Organes Symptdémes
Coeur
Hémorragies - ++ + + -
(45%) (20%) (10%)
Dégénérescences - + - - -
des myofibrilles (10%)
Désorganisation des - + + + -
myofibrilles (20%) (10%) (5%)
cedéme - + + - -
(15%) (10%)
Inflammation - + - - B
(10%)
Reins
Hémorragies - +++ + + -
(85%) (10%) (5%)
Désorganisation - + - - -
des glomérules (10%)
- + - + -
Tubulaire nécrotique (20%) (10%)
Gonflement glomérulaires - +++ - - -
(60%)
Elargissement de 1’espace - + - - -
de Bowman (20%)
Réduction de la taille de - + - - -
glomérule (10%)
Destruction de la capsule - - - - B
de Bowman
Augmentation de la matrice - ++ + - -
mésangiale (50%) | (20%)
Infiltre inflammatoire - + - - -
(20%)
cedéme - + - - N
(10%)
Foie
Hémorragie - +++ + + -
(70%) (20%) (20%)
Nécrose Centrolobulaire - - - - -
Dégénérescence vacuolaire - - -
pycnose - + + - B
(10%) (5%)
karyolyse - + - - -
(5%)
Balloonisation des - ++ + - -
hépatocytes (40%) (20%)
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Inflammation - ++ - - -

(50%)
Poumons

Hémorragie - + + + -
(15%) (10%) (5%)

Ruptures des structures - + + - -

alvéolaires (10%) (5%)

Thickening of the partitions - +++ + + -

alveolar (50%) (20%) (10%)

Présence de cellules - ++ + + -

inflammatoires (20%) (10%) (10%)

Dilatation des septa - ++ + + -

interalvéolaires (20%) (10%) (5%)

R - ++ + - -
(Edeme (50%) | (20%)

+++: Sévere, ++: Moyen, +: Minime, - : Absent

Afin de confirmer les tests de neutralisation du venin et visualiser le rétablissement par
I’extrait des feuilles de T. garganica sur certains tissus, on a étudié 1’histologie des organes
envenimés, et ceux traités par I’extrait des feuilles qui a présenté des meilleurs résultats
concernant I’activité antivenimeuse.
Les coupes histologiques ont montré des changements par rapport au témoin qui ne présente
aucune altération au niveau de tous les organes étudiés.
Au niveau rénal, nous avons observé chez le groupe envenimé une désorganisation et
gonflement des glomérules avec destruction de la capsule de Bowman, désorganisation et
nécroses tubulaires et la présence des hémorragies. Saidani et al. (2019), ont rapporté que
I’injection du venin produit des changements dégénératifs dans les reins avec désorganisation
des glomérules et des nécroses tubulaires.
Le venin de B. occitanus induit aussi des altérations histologiques au niveau des poumons qui
sont traduites par un épaississement des cloisons alvéolaires et des hémorragies. Méme apres le
traitement par I’extrait des feuilles de T. garganica on remarque toujours la persistance des
ruptures et des épaississements des structures alvéolaires. Ces résultats sont en accord avec ceux
décrits par Khemili et al. (2020), Emam et al. (2022), et qui ont montré que les poumons
présentent un épaississement des parois alvéolaires et une infiltration de polynucléaires apres
injection d’une dose sub-létale ou d’une DLsg du venin d’A. amoreuxi. Au niveau cardiaque, la
dégénérescence des myofibrilles, les hémorragies sont bien marquées chez les souris envenimées
et le traitement avec la plante a entrainé des fragmentations minimes des fibres myocardiques

avec une légére hémorragie. En plus, un tel effet est soutenu par la présence de myocardite aigué
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apres envenimation accidentelle de certaines personnes (Yazdkhasti et al., 2021). Le méme effet
a également été observé chez les patients piqués par le scorpion T. serrulatus et Tityus trinitanis
engendrant plusieurs lésions cardiaques (Hering et al., 1993 ; Daisley et al., 1999).

L’analyse histologique des foies prélevés des souris présentent une atteinte hépatocytaire, une
nécrose tibulaire, avec présence des hémorragies. Nous avons aussi observé chez le groupe traité
par les extraits de la plante une organisation architecturale moyenne par rapport au groupe
témoin qui présente une organisation histologique d’un foie normal. Des résultats similaires ont
été rapportés par Zangiabadi et al. 2020, qui ont confirmé la présence des déficiences
fonctionnelles dans le foie tel que la congestion hépatique avec hémolyse aprés envenimation

scorpionique.

8.3 Extrait des parties aériennes de L. serriola

Les résultats de I’analyse histologique au niveau des organes vitaux (cceur, poumons, foie
et reins) de souris aprés envenimation expérimentale par une DLs (0,4 mg/kg) du venin de
B.atlantis, et des souris envenimées et traité par voie orale avec I’extrait méthanolique de L.

serriola d’une dose de 0,5g/kg et de 2g/kg, respectivement sont illustrées dans le tableau 23.
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Tableau 23 : Coupes histologiques réalisées au niveau des différents organes (reins, foie, ceeur
et poumons) aprés 3h d’injection d’une dose de DLsy du venin.

Traitements Signes Aspects microscopiques
Normal
Témoin e Fibre musculaire (F.m)
o Dégénérescence des
myofibrilles & 10% (Dg.Mf)
e Désorganisation des
Envenimée myofibrilles & 15% (Do.Mf)
¢ Infiltrat inflammatoire a
10% (1)
5
S
Envenimée + |, Désorganisation des
0,5g/kg de myofibrilles 2 5% (Do.Mf)
I’extrait
deL. serriola

Envenimée +
2g/kg de ’extrait
de L. serriola

e Aucun symptéme
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Poumons

Témoin

Normal
Alvéole (Alv.)

Envenimée

Hémorragie minime(Hr)
Epaississement des
cloisons alvéolaires a 60%
(Ep.alv)

Infiltrat inflammatoire
minime(l)

Dilatation des cloisons
inter-alvéolaires a 30%
(Dcia)

(Edeme pulmonaire a 10%
(E-p)

Envenimée +

Epaississement des
cloisons alvéolaires a10%
(Ep.alv)

0,59/kg de Dilatation des cloisons
Pextrait inter-alvéolaire & 10%
deL. serriola (Dcia)
Envenimée + Dilatation des cloisons
2g/ke de I'extrait inter-alvéolaire a10%
de L. serriola (Dcia)
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L’objectif de cette partie est de mettre en évidence les altérations tissulaires provoquées par le
venin de B. atlantis ainsi que d’évaluer I’effet de ’extrait de la plante L. serriola sur cette
envenimation. Par ailleurs, nous avons noté au niveau du tissu rénal un élargissement de 1’espace
de Bowman, une désorganisation glomérulaire, des hémorragies et des inflammations. En effet,
des études ont montré les mémes altérations au niveau des reins (Albuquerque et al., 2018). Ces
résultats sont en accord avec d’autres études, en particulier celle de Mirakabadi et al. (2006),
aprés envenimation des rats par le venin d’Odontho buthus doriae. Les mémes observations ont
été également rapportées aprés envenimation des rats par le scorpion Tityus serrulatus (Pinto et
al., 2010). Ceci soutient I’idée que le venin de scorpion & une action néphrotoxique directe
(Pipelzadeh et al., 2006), alors que 1I’administration de 1’extrait de la plante s’est avérée avoir un
effet protecteur dans le rétablissement du tissu du rein qui pourrait étre due a ’activité anti-
inflammatoire de la rutine contenue dans I’extrait de la plante connue comme étant un flavonoide

(un anti-inflammatoire multifonctionnel) (Ravikumar et al., 2014 ; Zhao et al., 2018).

Au niveau hépatique, I’observation microscopique a révélé de nombreuses altérations telles que
I’hémorragie, 1’cedéme, la ballonisation et la pycnose des hépatocytes. Des résultats similaires
ont été rapportés par Zangiabadi et al. 2020, et Darkaoui et al. 2022 qui ont confirmé la présence
des déficiences fonctionnelles dans le foie tel que la congestion hépatique avec hémolyse aprés
envenimation par les scorpions Tityus discrepans et Androctonus mauretanicus. Cependant,
I’administration de 1’extrait de L. serriola a montré des réductions importantes des anomalies du
foie. On pourrait expliquer cette restauration du tissu hépatique par la présence de I’acide
chlorogénique dans I’extrait de la plante, qui inhibe I’oxydation du mauvais cholestérol (LDL)

au niveau du foie (Goetz et Le Jeune, 2011).

Nous avons aussi observé des Iésions histologiques au niveau du coeur aprés injection de DLsg du
venin de B. atlantis chez les souris. Ces altérations se présentaient sous forme de dégénérescence
et désorganisation des myofibrilles, et d’infiltrat inflammatoire. Ces résultats confirment celui
d’Adaika et ses collaborateurs (2021), qui ont observé des changements dégénératifs des fibres
musculaires, des zones hémorragiques et des aedémes, aprés intoxication par le venin

d’Androctonus mauretanicus chez des souris.

L’altération du tissu cardiaque a également été rapportée par plusieurs études. En fait, en 2010,
Fatani a rapporté que I’injection du venin de Leiurus quinquestriatus produit une nécrose focale

et une hémorragie interstiticlle au niveau du cceur des souris envenimées. Dans certains cas,

147



Résultats et discussion

I’cedéme interstitiel, I’hémorragie, 1’hypertrophie des fibres du myocarde avec érythrocyte et
Iinfiltration des leucocytes ont été observés avec le venin d’Androctonus australis hector (Sami-
Merah et al., 2008).

Une défaillance cardiaque peut induire une défaillance pulmonaire. Ceci se Vérifie par les
différentes lésions observées au niveau des poumons des souris envenimées dans notre étude tels
que I’hémorragie, I’épaississement des cloisons alvéolaires, I’infiltrat inflammatoire, la dilatation
des cloisons inter-alvéolaire et I’cedéme pulmonaire. Ces résultats sont en accord avec les études
antérieures (Heidarpour et al., 2012 ; El Hidan et al., 2015a ; Aboumaad et al., 2014 ; Bouimeja
et al., 2018 ; Emam et Al-Otabi, 2022).

9 Analyse biochimique des marqueurs enzymatiques (ALT, AST, CPK,
LDH, Urée et Créatinine)

9.1 Extrait des feuilles de T. garganica

Le but de cette étude est d’évaluer quelques paramétres biochimiques au niveau sanguin,
afin de confirmer les effets observés au niveau histologique.
D’aprés la figure 60 on note que les activités ALT, AST, CPK et LDH et le niveau de la
créatinine se sont significativement élevés chez les souris envenimées par rapport au contrdle.
Pour les souris envenimées et traitées par I’extrait des feuilles de T. garganica ont montré une
diminution hautement significative des activités enzymatiques et du taux de créatinine. Les
données sont rapportées sous forme de moyenne + SEM. Une valeur de p <0,05 a été considérée
comme statistiquement significative entre les groupes témoins et ceux traités.
L’analyse biochimique des sérums issus des souris envenimées a montré une augmentation
significative du taux d’AST (p <0,05), d’ALT (p <0,05), de CPK (p <0,05), de LDH (p <0,05)
et de créatinine. Le niveau de ces paramétres dans le groupe traité par extrait de plante (2 g / kg)

a diminué mais reste toujours plus élevé que celui des groupes témoins (Figure 60).

148



Résultats et discussion

CPK activity (U/)

120 o ok ok -
() 1200 1) ok
_ 100 * — 1000 -
H =
% 5 | % soe &k
= E= H
'é &0 % 600 | 1
s a0 : 400 -
- v
- 20 - 200
o -
° CTR ENV ENV+T. g. CTR ENV ENV+T. g.
8000 -
c }
7000 - © 4 o R e §) ok ok
6000 - = 2500 -
so00 - e’ 2000
5‘-
4000 - =
vo00 | * g 1500 | *gy
i = g
2000 = 1000 -
=
1000 — 500 J
CTR ENV ENV+T. g. o - CTR ENV ENV+T. g.
ﬁ:: 1® . ok
=
el 8
T 7 *®
z e #
B
E 4
£
(SR
° CTR ENV ENV+T. g.

Figure 60 : Variation des activités enzymatiques et des niveaux de certains métabolites dans les
sérums de souris envenimées par rapport aux souris témoins et celles traitées par les feuilles de
T. garganica.

*: Comparaison entre le témoin et les autres groupes.

# : Comparaison entre le groupe envenime et le groupe traité par I’extrait de plante.

*. Différence significative P < 0.05 ** : Différence moyennement significative P < 0.01
***:Différence hautement significative P < 0.001

CTR : Groupe controle ; ENV : Groupe envenimé ; ENV+P : Groupe envenimé et traité par

2g/kg de ’extrait des feuilles de T. garganica.
9.2 Extrait des racines de T. garganica

L’analyse biochimique des sérums des souris envenimées a montré une augmentation
significative du taux d’AST (p <0,05), d’ALT (p <0,05), de CPK (p <0,05), de LDH (p <0,05)
et de créatinine. Ainsi, les activités d’ALT, d’AST, de CPK et de LDH et les niveaux de I’urée et

de la créatinine se sont significativement élevées chez les souris envenimées par rapport au
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contrdle. Les souris injectées avec du venin et traitées avec ’extrait méthanolique des racines de
T. garganica ont montré une activité enzymatique et des niveaux de créatinine inférieurs a ceux

obtenus chez les souris envenimées (Figure 61).
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Figure 61: Variation des activités enzymatiques et des niveaux de certains métabolites dans les
sérums de souris envenimeés par rapport aux souris témaoins et celles traitées par les racines de T.
garganica.

Les données sont rapportées en moyenne + SEM. Une valeur de p <0,05 est considérée comme

indiquant une signification statistique entre les groupes témoins et les groupes traités.

(a) : Résultat de I’analyse d’ALAT; (b): Résultat de ’analyse de LDH; (c): Résultat de
I’analyse d’ASAT; (d) : Résultat de I’analyse de la créatinine; (€) : Résultat de ’analyse de
CPK.

9.3 Extrait des parties aériennes de L. serriola

Les niveaux des enzymes ALT, AST, CPK et LDH, I’activité de ’urée et de la créatinine
sont significativement élevés chez les souris envenimées par rapport au contrdle (Figure 62).
Les souris injectées avec du venin et de 1’extrait des parties aériennes de L. serriola ont montré
une diminution des activités enzymatiques et du taux de créatinine par rapport aux souris
envenimées. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + S.E.M. *** p<0,001 Vs.
CTR; * p<0,05 Vs. CTR; # p<0,05 contre. ENV (ANOVA une voie suivie d’un test
posthocTukey) .CTR: Controle, ENV: Envenimé, ENV + D1: Envenimé et traité avec I'extrait
méthanolique de L. serriola a une dose de 0,59 / kg, ENV + D2: Envenimé et traité avec I’extrait

méthanolique de L. serriola a une dose de 29/ kg.
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Figure 62: Variation des activités enzymatiques et des niveaux de certains métabolites dans les
sérums de souris envenimées par rapport aux souris témoins et traitées par les parties aériennes

de L. serriola.

(a): résultat de I’analyse ALT (b): résultat de 1’analyse LDH; (c): résultat de 1’analyse CPK; (d):
résultat de I’analyse de la créatinine; (e): résultat de I’analyse AST; (f): résultat de 1’analyse

d’urée.
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Les résultats biochimiques et histologiques obtenus ont montré que le venin des scorpions
B. occitanus et B. atlantis provoque des changements pathologiques au niveau des reins, du foie,
des poumons et du cceur. Les poumons étaient les plus gravement touchés par le venin. Ceci
pourrait étre expliqué par 1’étude de Galvani et al., 2017, qui a montré que le taux maximum du
venin se produit en 1 heure dans les poumons, 2 heures dans le sang et 3 heures dans le cceur et
le rein, ce qui a permis de montrer I’action toxique du venin sur les poumons et les reins.
Pour confirmer les Iésions histologiques, 1’activité enzymatique des transaminases ASAT et
ALAT a montré une augmentation de ces paramétres dans le sérum. Selon la littérature, d’autres
auteurs ont également trouvé le méme résultat avec le venin de Leiurus quinquestriatus et de
Echis pyrimidium (El-missiry et al., 2010 ; Mohamed et al., 2011). Ainsi, les observations
histologiques des reins ont montré une corrélation avec les résultats d’analyse biochimique de la
créatinine dont I’augmentation signifie une Iésion rénale. Dans une étude similaire, le venin du
scorpion brésilien Tityus serrulatus a engendré des dégénérescences glomérulaires, une
diminution du débit sanguin dans les reins et une réduction du niveau de filtration (De Sousa
Alves et al., 2005). Dans une autre étude, lors d’une envenimation scorpionique expérimentale
des lapins injéctés par le venin d’Androctonus mauretanicus, 1’urée et la créatinine connues pour
étre de bons marqueurs biochimiques pour le dysfonctionnement rénal, dont les élévations
impliquent une altération des reins (Costal-Oliveira et al., 2015).
D’autre part, les Iésions pulmonaires sont confirmées par [’¢élévation des marqueurs
biochimiques (LDH et CKP) impliqués dans le dysfonctionnement des poumons et du cceur. Nos
résultats sont en accord avec les études d’Oliveira Yamashita et al. (2020), et de Bakir et al.
(2021), qui ont aussi montré une augmentation de ces paramétres biologiques chez des enfants
suite & une envenimation scorpionique. Néanmoins, I’administration des extraits des plantes a
permis la restauration des structures aussi bien au niveau des poumons que du cceur. Ce résultat
pourrait s’expliquer par le pouvoir antioxydant de la quercétine présente dans les plantes qu’il
exerce au niveau du tissu cardiaque (Nabavi et al., 2012) et du tissu pulmonaire (Makhlouf et al.,
2010).
Les transaminases ALT et AST qui sont connues pour étre des bons marqueurs pour le
dysfonctionnement hépatique (Sifi et al., 2020), ont montré une augmentation significative (P <
0.05) aprés I’envenimation scorpionique. L’augmentation de ces enzymes a été décrite dans une
étude expérimentale chez la souris par ’injection du venin de scorpion Androctonus australis
(Adi Bessalem et al., 2008 ; Adaika et al., 2021). Selon la littérature, le dysfonctionnement

hépatique provoqué par le venin de scorpion peut étre induit par I'entrée du Ca?* cellulaire qui
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active la phospholipase responsable de 1’hydrolyse des phospholipides membranaires et par
conséquent, une congestion hépatique avec hémolyse (Corréa et al., 1997). Aussi, le venin de
scorpion pourrait avoir une action directe hépatotoxiques (Pipelzadeh et al., 2007).
L’étude histologique et biochimique nous a permis de conclure d’une part que les venins des
scorpions étudiés engendrent des altérations aux niveaux des tissus et des enzymes analysées.
D’autre part, I’extrait des feuilles et des racines de T. garganica et I’extrait des parties aérienne
de L. serriola s’est avéré avoir un effet protecteur significatif (P < 0.01) dans le rétablissement
de ces altérations. vu sa richesse en composés phénoliques notamment les flavonoides qui
possede une activité antioxydante et une capacité de piégeage des radicaux libres (Mohan et al.,
2010).

Cependant, la neutralisation du venin de B. atantis observée par le biais de ces études
(histologiques et biochimiques) a montré que I’extrait de la partie aérienne de L. serriolaa a pu
rétablir plusieurs altérations tissulaire et enzymatique au niveau cardiaque, pulmonaire, rénale, et
hépatique. Par conséquent, nous pouvons conclure que la richesse de I’extrait de la plante en
métabolites secondaires tels que les alcaloides, les coumarines et les flavonoides qui sont des
puissants antioxydants, seraient a ’origine de son activité antivenimeuse observée au cours de

cette étude.
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Conclusion

La recherche sur les substances naturelles actives extraites des plantes, participe aux
efforts de conservation des plantes aromatiques et médicinales et a leur valorisation dans un but

thérapeutique.

Dans le présent travail, une enquéte ethnobotanique a été effectuée et a permis d’établir
une base de données sur les connaissances de la flore médicinale et du savoir-faire des
populations locales dans le traitement des envenimations scorpioniques. A partir de cette base de
données, deux espéces de plantes ont été sélectionnées pour 1’étude de leur pouvoir neutralisant
contre le venin du scorpion a savoir T. garganica (Apiacées) et L. serriola (Astéracées) a travers

des études phytochimiques, biologiques, histologiques et biochimiques.

L’analyse phytochimique qualitative et quantitative des extraits de ces deux plantes a mis
en évidence leur richesse en polyphénols, flavonaides, tanins, alcaloides, terpénes et stérols ce
qui les rends potentiellement riches en molécules qui posseédent plusieurs propriétés

pharmacologiques.

L’analyse chromatographique des extraits de ces deux espéces de plantes a permis
d’identifier des composés majoritaires et minoritaires. Certains composés sont présents en
commun dans tous les extraits, comme la rutine, la quercétine, 1’acide gallique, I’acide caféique,
I’acide p-coumarique et I’acide sorbique. Les composés les plus majoritaires sont le
thapsigargine chez T. garganica et 1’acide p-coumarique chez L. serriola. C’est grice a ces

composés chimiques que nos plantes pourraient contribuer a leurs propriétés antivenimeuses.

L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante de ces extraits par le piégeage du radical
libre DPPH, la détermination du pouvoir réducteur et I’inhibition du blanchiment de la B-
caroténe a montré que les trois extraits (feuilles et racines de T. garganica et parties aériennes de
L. serriola) présentent des activités antiradicalaires et antioxydantes significatives par rapport
aux molécules de références. Ainsi, une relation linéaire a été établie entre les extraits les plus
riches en polyphénols et en flavonoides étant les plus forts en inhibition de I’oxydation des

radicaux libres.

155



Conclusion

Les résultats des tests de toxicité aigué et subaigiie révelent que les extraits préparés a
base des feuilles de T. garganica et des parties aériennes de L. serriola sont classées dans les
catégories des plantes pratiquement non toxique ou relativement sans danger avec une DLsg
supérieur a 5 g/kg. Alors que, I’extrait des racines de T. garganica présente une DLsg de 1’ordre
de 1.6 g/kg.

L’estimation de 1’activité analgésique des extraits étudiés par [’utilisation de stimuli
algogenes (acide acétique, formaldéhyde et plaque chauffante) a été mise en évidence. Les
résultats obtenus montrent que nos extraits possédent une activité analgésique périphérique en
diminuant les douleurs provoquées par I’acide acétique et le formaldéhyde ainsi qu'une activité
analgésique centrale en inhibant les douleurs provoquées par la plaque chauffante. Cette activité

analgésique s’est avérée hautement significative par rapport aux antalgiques de référence.

Par ailleurs, I’activité anti-cedémateuse des plantes étudiées a permis de confirmer les
propriétés anti-inflammatoires de leurs extraits puisqu’elles réduisent de fagon significative les
cedémes des pattes des souris par comparaison a ’activité d’un anti-inflammatoire de référence,
le Diclofénac. Ceci est confirmé par la disparition de I’infiltrat inflammatoire dans les coupes

histologiques des organes des souris traitées par ces extraits.

Les tests de toxicité des venins des deux scorpions B. occitanus et B. atlantis ont révélés
des DLsp qui sont respectivement de ’ordre de 0.52 mg/kg et de 0,40 mg/kg ce qui les classe

parmi les venins hautement toxiques.

Les extraits méthanoliques de T. garganica et L. serriola, injectés 5 minutes aprés une
envenimation expérimentale des souris, semblent neutraliser la quasi-totalité de ’effet des venins
des deux espéces des scorpions étudiés. Notons ainsi une bonne activité antivenimeuse de
I’extrait des parties aériennes de L. serriola surtout avec une dose de 2 g/kg, on montrant une

moyenne de survie de 2952 min.

L’étude histologique a montré que les différents organes vitaux des souris envenimées
sont affectés apres injection du venin des scorpions. Ces résultats sont en accord avec ceux de
I’analyse biochimique qui a révélée une augmentation au niveau de certaines enzymes (ALT,
AST, CPK, I'urée et la créatinine). Cependant, I’administration des extraits méthanoliques de T.

garganica et L. serriola, entrainent une meilleure organisation des structures tissulaires
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endommagées au niveau du foie, des poumons, du cceur et des reins et une normalisation relative

du taux des marqueurs biochimiques dans le sang.
A T’essor de la présente étude et en perspectives, il serait intéressant de :

> lIsoler, purifier et déterminer les molécules bioactives responsables des effets observés
chez les animaux dans cette étude.

> FEtudier la toxicité chronique afin de s’assurer de 1’absence des effets secondaires
indésirables qui limiteraient 1’utilisation traditionnelle de ces plantes.

» Etudier le mécanisme des actions analgésique et anti-inflammatoire des plantes étudiées.
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Questionnaire d’enquéte ethnobotanique sur le traitement des envenimations scorpioniques
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Figure 1 : Courbe du standard acide chlorogénique
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