Résumé

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle Marocaine. 1l
s’agit d’une étude de quelques propriétés biologiques et pharmacologiques des extraits (¢thanolique, butanolique, acétate d’éthyle et
aqueux) des racines de Rubia tinctorum (RT). Notre travail s’articule autour de quatre axes a savoir : une enquéte sur 1’utilisation
thérapeutique de RT auprés de la population locale de Marrakech, suivie d’une étude phytochimique, d’une étude de toxicité ainsi
qu’une évaluation de quelques activités pharmacologiques (antioxydante, hépatoprotectrice, anti-lithiasique, antiagrégant plaquettaire,
antinociceptive et antidépresseur).

Les résultats de notre enquéte ont révélés que les femmes ont plus de connaissances sur 1’effet thérapeutique (contre le syndrome
anémique et ’atteinte hépatique) par rapport aux hommes. La deuxiéme partie est consacrée a 1’extraction, au criblage phytochimique
et a la caractérisation qualitative et quantitative de chaque extrait étudié de RT. Les résultats de 1’étude phytochimique ont démontré
que les extraits des racines de RT contiennent des molécules bioactives qui sont: la vanilline, I’acide rosmarinique, 1’acide cinnamique,
la quercetine, la catéchine, I’acide syringique, 1’acide rétinique, I’acide férulique et la tyrosole. Les résultats portant sur I’étude de la
toxicité aigiie et subaigiic de la plante chez les animaux ont montré que, 1’extrait éthanolique total de RT ne cause aucun effet toxique
chez les animaux ayant regu oralement une dose maximale de 5 g/kg du poids corporel. En plus, nous n’avons enregistré aucun signe
de toxicité chez les rats qui ont regu oralement 1’extrait éthanolique a différentes doses (0.5, 1, 2, 3.5g/kg. PC) quotidiennement pendant
14 jours.

La quatriéme partie de ce travail a été consacré a 1’évaluation de certaines activités biologiques et pharmacologiques de ces extraits, il
s’agit de I’activité antioxydante, de 1’activité hépatoprotectrice, de I’activité anti-lithiasique, de I’activité antiagrégant plaquettaire, de
I’activité anti-nociceptive et de 1’activité antidépressive. Les résultats obtenus ont montré que les extraits butanolique et éthanolique
de RT ont exhibé un pouvoir antioxydant significativement plus important en comparaison avec les extraits aqueux et d’acétate d’éthyle.
L’extrait éthanolique a montré qu’il exerce plusieurs effets bénéfiques tels que : D’activité anti-nociceptive, et antidépressive,
antilithique et enfin hépato-protectrice. D’autre part, la fraction aqueuse testée a montré qu’elle posséde une action anti nociceptive et
antidépressive intéressante. En paralléle, I’extrait butanolique de RT a inhibé 1’agrégation plaquettaire in vitro induite par le collagéne,
de maniére dose dépendante. De méme, I’administration orale de cet extrait a réduit significativement 1’agrégation plaquettaire et
prolonge le Temps de Saighement ex vivo.

En conclusion, les résultats obtenus au cours de ce travail ont montré que cette plante est dotée d’activité biologique, pharmacologique
et fonctionnelle trés importante, ce qui confirme son utilisation accrue dans la médecine traditionnelle marocaine.

Mots Clés: Rubia tinctorum, enquéte ethnopharmacologique, étude phytochimique, étude toxicologique, étude pharmacologique.
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RESUME

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales utilisees en
médecine traditionnelle Marocaine. Il s’agit d’une étude de quelques propriétés biologiques et
pharmacologiques des extraits (éthanolique, butanolique, acétate d’éthyle et aqueux) des
racines de Rubia tinctorum (RT). Notre travail s’articule autour de quatre axes a savoir : une
enquéte sur I’utilisation thérapeutique de RT aupres de la population locale de Marrakech et ses
région, suivie d’une étude phytochimique, d’une étude de toxicité ainsi qu’une évaluation de
quelques activités pharmacologiques (antioxydante, hépatoprotectrice, antilithiasique,
antiagrégant plaquettaire, antinociceptive et antidépresseur).

Les résultats de notre enquéte ont révélés que les femmes ont plus de connaissances sur 1’effet
thérapeutique (contre le syndrome anémique et 1’atteinte hépatique) par rapport aux hommes.
La deuxiéme partie est consacrée a I’extraction, au criblage phytochimique et a la
caractérisation qualitative et quantitative de chaque extrait étudié de RT. Les résultats de I’étude
phytochimique ont démontré que les extraits des racines de RT contiennent des molécules
bioactives qui sont: la vanilline, I’acide rosmarinique, 1’acide cinnamique, la quercetine, la
catéchine, 1’acide syringique, 1’acide rétinique, I’acide férulique et la tyrosole. Les résultats
portant sur 1’étude de la toxicité aigiie et subaigiie de la plante chez les animaux ont montré
que, ’extrait éthanolique total de RT ne cause aucun effet toxique chez les animaux ayant recu
oralement une dose maximale de 5 g/kg du poids corporel. En plus, nous n’avons enregistré
aucun signe de toxicité chez les rats qui ont recu oralement I’extrait éthanolique a différentes
doses (0.5, 1, 2, 3.5g/kg. PC) quotidiennement pendant 16 jours.

La quatrieme partie de ce travail a été consacré a 1’évaluation de certaines activités biologiques
et pharmacologiques de ces extraits, il s’agit de Dactivit¢ antioxydante, de I1’activité
hépatoprotectrice, de 1’activité antilithiasique, de I’activité antiagrégant plaquettaire, de
I’activité antinociceptive et de I’activité antidépressive. Les résultats obtenus ont montré que
les extraits butanolique et éthanoligue de RT ont exhibé un pouvoir antioxydant
significativement plus important en comparaison avec les extraits aqueux et d’acétate d’éthyle.
L’extrait éthanolique a montré qu’il exerce plusieurs effets bénéfiques tels que : activité
antinociceptive, et antidépressive, antilithique et enfin hépatoprotectrice. D’autre part, la
fraction aqueuse testée a montré qu’elle posseéde une action anti nociceptive et antidépressive
intéressante. En paralléle, 1’extrait butanolique de RT a inhibé I’agrégation plaquettaire in vitro
induite par le collageéne, de maniére dose dépendante. De méme, I’administration orale de cet
extrait a réduit significativement 1’agrégation plaquettaire et prolonge le Temps de Saignement
€X VIVO.

En conclusion, les résultats obtenus au cours de ce travail ont montré que cette plante est dotée
d’activité biologique, pharmacologique et fonctionnelle trés importante, ce qui confirme son
utilisation accrue dans la médecine traditionnelle marocaine.

Mots Clés: Rubia tinctorum, enquéte ethnopharmacologique, étude phytochimique, étude
toxicologique, étude pharmacologique.



ABSTRACT

The present work is in the scope of the valorization of medicinal plants used in traditional
Moroccan medicine. It is particularly interested in studying the biological and pharmacological
properties of Rubia tinctorum roots extracts (ethanolic, butanolic, ethyl acetate and aqueous).
Our research is focused on four axes: a survey on the therapeutic use of RT by the local
population of Marrakech, followed by a phytochemical study, a toxicity study as well as an
evaluation of some pharmacological activities (antioxidant, hepatoprotective, anti-lithiasic,
antiplatelet aggregation, antinociceptive and antidepressant).

The results of our survey revealed that women have a higher knowledge of the therapeutic effect
of RT (against anemic syndrome and liver damage) compared to men. The second part is
devoted to the extraction, phytochemical screening and qualitative and quantitative
characterization of each studied extract of RT. The results of the phytochemical study showed
that the extracts of RT roots contain bioactive molecules which are: vanillin, rosmarinic acid,
cinnamic acid, quercetin, catechin, syringic acid, retinic acid, ferulic acid and tyrosole. The
results of the acute and sub-acute toxicity study of the plant in animals showed that, the total
ethanolic extract of RT does not cause any toxic effect in the animals that received orally a
maximum dose of 5 g/kg of body weight. Moreover, we did not record any sign of toxicity in
rats that received orally the ethanolic extract at different doses (0.5, 1, 2, 3.5g/kg. BW) daily
during 16 days.

The fourth part of this work was aimed to evaluate some biological and pharmacological
activities of these extracts: antioxidant activity, hepatoprotective activity, antilithiasis activity,
anti-platelet aggregation activity, anti-nociceptive activity and anti-depressive activity. The
results obtained indicated that the butanolic and ethanolic extracts of RT exhibited significantly
a higher antioxidant power compared to the aqueous and ethyl acetate extracts. The ethanolic
extract has been shown to have several beneficial effects such as: anti-nociceptive,
antidepressive, antilithic and finally hepato-protective activity. Moreover, the aqueous fraction
tested showed that it has an interesting anti-nociceptive and anti-depressive action. In parallel,
the butanolic extract of RT inhibited in vitro platelet aggregation induced by collagen, in dose-
dependent manner. Similarly, oral administration of this extract significantly reduced platelet
aggregation and prolonged bleeding time in vivo.

In conclusion, the results obtained during this work have proved that this plant is endowed with
very important biological, pharmacological and functional activity, which confirms its
increased use in the Moroccan traditional medicine.

Key Words: Rubia tinctorum, ethnophamacological survey, phytochemical study,
toxicological study, pharmacological study.
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Introduction générale
Depuis I'antiquité, les plantes médicinales ont été utilisées pour leurs vertus médicinales.

De nos jours encore, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) estime que la médecine
traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaires de 80% de la population mondiale
(Fleurentin et Pelt, 1990).

Durant ces deux derniéres décennies, la recherche en phytothérapie est devenue une des
plus grandes préoccupations scientifiques (Niyah et al., 2005). De ce fait, ’OMS a mis une
stratégie pour la médecine traditionnelle dont le but est de maximiser les possibilités de cette
forme de médecine en tant que source de soins de santé (OMS, 2002). Cette organisation
recommande aux pays en voie de développement d’une part d’initier des programmes
concernant I’identification, la préparation, la culture et la conservation des plantes médicinales
et d’autre part, d’évaluer la qualité¢ et 1’efficacité de ces remedes a I’aide des techniques

modernes.

Dans le contexte socio-économique des pays en voie de développement, 1I’étude des plantes
peut aboutir a I’obtention de réponses thérapeutiques adéquates et de faible prix, joignant a une
efficacité scientifique prouvée et une acceptabilité culturelle optimale. La valorisation
scientifiqgue de la médecine traditionnelle doit conduire notamment a la mise au point de
médicaments a base de plantes. Les mots clés, dans ce domaine, doivent étre : sécurité, efficacité

et qualité.

De part sa situation géographique particuliére, le Maroc bénéficie d'une gamme tres variée
de climats favorisant le développement d'une flore riche et diversifiée. En effet, le pays compte
un important potentiel en plantes aromatiques et medicinales (PAM) estimé a plus de 800
especes (Hmamouchi, 1994 ; 2001) dont un grand nombre est endémique. L’exploitation de ces
plantes est effectuée dans des conditions souvent artisanales et ignorant tous des modalités
modernes de production, de commercialisation et de valorisation (Bellakhdar, 1997). Cette
exploitation souffre d’un manque indiscutable d’encadrement technique, de connaissances
précises de la matiére végétale (chimie, biologie et écologie) et souvent méme ses propriétés,
ainsi que les usages auxquels elle est destinée. Au Maroc, il existe dans chaque région
géographique une automédication familiale, basée sur les connaissances ancestrales et le savoir
des tradipraticiens et herboristes dans la matiére des plantes médicinales. Il faut noter

I’importance, la complexité et la problématique de 'utilisation des plantes médicinales. Les
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recettes prescrites par les herboristes et les tradipraticiens, n’obéissent a aucune norme de
qualité, puisqu’il n’existe aucune formulation pour ces recettes traditionnelles marocaines. La
plupart des herboristes n’indiquent pas les précautions pour leurs utilisations; ils ne connaissent
pas non plus les effets secondaires et la toxicité des plantes utilisées. L’intoxication causée par
I’utilisation de ces plantes médicinales est parmi les grands problémes auxquels se heurte la
santé publique au Maroc. Donc, des études scientifiques plus approfondies sur les avantages et
les risques de ces plantes devraient permettre une meilleure utilisation en évitant de produire

des effets négatifs sur la santé de la population.

Aucun contrdle n’existe sur la vente et I’utilisation des plantes, y compris certaines especes
dont la toxicité a été déja mise en évidence expérimentalement. En cas d’intoxication, aucune
information n’existe sur la nature chimique du complexe ingéré, I’origine des symptomes
observés et les mesures a entreprendre pour faire face a la situation. A priori, toute plante doit
étre considerée comme produit a risque, elle peut avoir une action a court terme, et causer des
Iésions irréversibles comme elle peut avoir un effet a long terme, en étant toxique par prises

répétées a petites doses.

La valorisation et le contréle de la pharmacopée traditionnelle deviennent une nécessité au
sein de la société marocaine. Il s’agit d’un travail complexe qui demande une méthodologie
rigoureuse et qui suscite une définition précise des objectifs a réaliser. Un tel programme
commencera par donner une vision scientifique a cet usage traditionnel. Cette vision va tenter
de réintroduire la phytothérapie dans un cadre d’une analyse physiologique et pharmacologique
complete et rigoureuse. En plus, une bonne sensibilisation, une information ainsi qu’une
formation complémentaire en faveur des herboristes et tradipraticiens, permettrait une
utilisation raisonnée, efficace et slre des plantes médicinales. Pour cela, des études
multidisciplinaires portant sur la botanique, la chimie, la toxicologie et la pharmacologie des

plantes doivent étre réalisées.

Ces raisons sont suffisantes pour considérer comme travail pressant et indispensable, la
valorisation de ce savoir, qui vise a maitriser scientifiquement la médication par les plantes.
Dans ce contexte, nous avons choisi comme plante d’é¢tude Rubia tinctorum (RT),
communément connu sous le nom de «El Foua ou Tourabiya ou taroubya». Ce choix est basé
sur la réputation concernant ses innombrables vertus thérapeutiques et dont I’'usage traditionnel

n’a jamais cessé d’augmenter. En effet, cette plante est largement utilisée dans la cuisine et en



médecine traditionnelle marocaines. Ses racines séchées et broyées sont utilisées a de
nombreuses fins thérapeutiques, notamment contre I’anémie, 1’ictére, la lithiase urinaire, et la
constipation. Elles possédent aussi des vertus antiseptiques et antiagrégant plaquettaire
(Bellakhdar, 1997).

Cependant, malgré le réle important qu’elle occupe dans la phytothérapie traditionnelle

locale, RT n’a été le sujet que de peu d’essais pharmacologiques.

Notre travail de recherche constitue une contribution a 1’étude de certaines propriétés
pharmacologiques biologiques et fonctionnelles des extraits de racines de RT a 1’aide de

modeles expérimentaux chez ’animal.

Le présent travail a pour objectif 1’évaluation de quelques effets pharmacologiques,
biologiques, comportementaux et fonctionnels des extraits (éthanolique, acétate d’éthyle,
butanolique et aqueux de RT. Le choix de ces fonctions et activités étudiées repose sur les faits

rapportés par la médication traditionnelle.

- La réalisation d’une enquéte aupres de la population locale de Marrakech avait pour
objectif de rassembler les informations relatives a [’utilisation culinaire et
thérapeutique des racines de RT, dans cette région.

- L’étude de l’activité hépatoprotectrice repose sur le fait que les racines de cette plante
sont préconisées dans le traitement des ictéres et jaunisse en médecine traditionnelle
Marocaine.

- Le choix de I’activité anti lithiasique est dicté par le fait que les racines de cette plante
sont également conseillées dans les traitements des lithiases urinaires.

- Le choix de I’étude de I’effet antiagrégant plaquettaire des extraits des racines de cette
plante, nous est dicté par la réputation que posséde cette plante dans le traitement de
I’hypertension artérielle et I’anémie au sein des populations marocaines.

- L’¢étude de I’activité antalgique nous a été dictée par I’utilisation, par la population, des
racines de cette plante dans le soulagement de certaines douleurs en particulier
d’origines viscérales.

- L’étude de I’activité anti dépressive repose sur des informations rapportées par certains
enquétés, a savoir que les racines de cette plante pourraient induire de la somnolence
en plus d’un ralentissement psychomoteur chez les personnes ayant utilisées ces

racines.



Toutes ces activités et fonctions ont été précédées par des études sur la composition
chimique des différents extraits afin de rechercher les différents composants des racines
et qui seraient impliqués dans les différentes activités biologiques, fonctionnelles et
pharmacologiques attribuées a cette plante.

Des études sur la toxicité ont été réalisées dans 1’objectif de rechercher si ces racines
pourraient étre toxiques et nuire a la santé de la population, vues qu’elles sont largement

utilisées surtout dans certaines atteintes hépatiques.



Chapitre I: Synthese bibliographique



I. Revue botanique de la plante étudiée : Rubia tinctorum
1. Introduction

Rubia tinctorum ou la garance de teinture (El foua) est une plante tres utilisée depuis des
millénaires comme source de couleur rouge avec ses variantes pour la teinture des textiles,
comme additif dans les aliments et aussi en tant que drogue aux nombreuses vertus
thérapeutiques. Elle est tres répandue dans le monde et particulierement en Europe, en Asie et
en Afrique du Nord (Cardon, 2001).

Au Maroc RT est utilisé a des fins thérapeutiques. En effet, elle est trés utilisée par les
femmes marocaines, comme purgatif, aprés 1’accouchement pour augmenter le volume sanguin
et améliorer le teint. Réputée aphrodisiaque, elle est souvent incorporée au pain dont elle colore
la mie en rouge. Sa décoction est administrée aux nourrissons comme anti-diarrhéique
(Bellakhdar, 1997 ; Karim et al., 2010).

La garance des teintures est une plante aux nombreuses vertus. Malgré que les propriétés
pharmaceutiques aient donné lieu a de nombreux travaux, cette plante continue a susciter
toujours autant de curiosité. Pour cela, avant d’entamer 1’étude pharmacologique, nous avons
jugé indispensable de réaliser au préalable une identification rigoureuse du matériel végétal
étudié. A travers cette revue botanique, nous nous sommes intéressés a donner un inventaire
botanique de la plante étudié. Aprés un apercu systématique, nous avons relaté les différentes
utilisations traditionnelles ainsi que les propriétés pharmacologiques de RT. L’ensemble de ces
informations va nous servir de base pour nous guider dans le choix du profil pharmacologique

que nous allons étudier.

2. Etude systématique
2.1 Historique

La garance (RT) est ’'une des plantes tinctoriales dont les utilisations comptent parmi les
plus anciennes que ce soit sur des étoffes de coton retrouvées a Mohenjo-Daro, en inde (3250
a 2750 av. J-C), ou sur du lin dans des tombes de la vallée du Nil (1350 av. J.-C.). Sa culture
¢tait trés répandue en Syrie ainsi qu’en Mésopotamie mais les deux principales régions
[eme

exportatrices étaient I’Arménie et 1’Asie centrale. Jusqu’au début du XVII siecle, I’Inde

détenait la suprématie dans le domaine de la teinture sur coton (Cardon, 2001).



En Europe, c’est la Hollande qui a détenu le monopole de la culture de la garance durant
de nombreuses décennies. La culture de la garance, qui présentait un grand intérét économique,

avait été encourageée sous le regne de Louis XIV (Cardon, 2001).

En Afrique, I'usage et la description de cette plante est moins éloquente car RT est surtout
considérée comme 1’espece européenne. Celle que I’on retrouve beaucoup plus en Afrique est
Rubia cordifolia dont 1’usage tinctorial s’avére moins important mais s’apparente tout aussi a
celui de RT. Les principales données disponibles sur cet usage viennent d’Afrique du sud ou
ses racines sont utilisées pour teindre la laine, et de I’Ethiopie ou elles servent aussi a teindre la
laine mais en plus les paniers a pain en diverses teintes rouge, rose, violet ou marron. En
Tanzanie, on utilise la cendre des tiges et des feuilles brulées comme sel végétal pour attendrir
les légumes lors de la cuisson (Jansen and Cardon, 2005).

Pour ce qui est du Maroc, on trouve RT chez tous les droguistes. La plante est utilisée en
géneéral en médecine et dans le nord du pays elle sert pour la teinture (Bellakhder, 2003). Elle
est aussi utilisée pour colorer les tapis, les couvertures et les teintures murales. Pour cela on
utilise la laine, le coton ou encore les poils de chevres ou de dromadaires (Bellakhder, 2003).
Dénomination internationales
Arabe et berbeére : El foua, Tarubia, Tigmit, Lhamri (Bellakhder, 1997)

Francais: Garance des teintures (Debuigne, 1974).

Anglais: Dyer’s Madder, Madder (Gilbert and Cooke, 2001)
Allemand : Farber-Krapp, Farberrote (Prince, 2014).

Espagnol : Granza, Rubia de tintoreros, Rojatintoria (Molas, 1994).
2.2 Position systématique

La situation botanique de I’espéce Rubia tinctorum Linné est la suivantes (Derksen,
2001) :

Regne végétal: Plantae

Sous regne: Trachéophytes
Embranchement : Spermaphytes
Ss embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ss classe : Astérides

Ordre : Rubiales



Famille : Rubiaceae
Genre : Rubia
Espece : Rubia tinctorum Linné

2.3 Description botanique
Les différentes especes de garance (genre Rubia) appartiennent a la vaste famille des

Rubiaceae qui comprend plus de 637 genres et 10000 espéces. Elle se compose d’arbres,
d’arbustes, de lianes et de plantes herbacées répandues dans les régions tempérées, tropicales
et subtropicales. Le genre Rubia, comme Galium et Asperula appartient a la tribu Rubiaceae de
la sous-famille des Rubioideae (Mongrand et al., 2005; Derksen, 2001).

- Caracteres principaux (Cardon, 2001).

Les feuilles sont opposées-décussées, simples, stipulées avec des stipules parfois aussi
développées que les feuilles pouvant former des pseudo-verticilles. Dans un verticille de 6
éléments, 2 seulement sont des feuilles proprement dites tandis que les 4 autres (deux par
feuille) ne sont que des stipules tres développées.

Les inflorescences sont trés diverses: cymes, racémes, panicules; moins souvent les
fleurs sont solitaires.

Les fleurs sont réguliéres, hermaphrodites, tétra-cycliques, tétra ou pentameres, ont
différentes couleurs et sont généralement adaptées a la pollinisation par les insectes. Le calice
est généralement ouvert, parfois accrescent, mais souvent trés reduit ; les sépales sont libres ou
soudés. La corolle est formée de 4 a 10 pétales plus ou moins soudées.

Le fruit est un schizocarpe, une capsule, une baie, ou une drupe.

Les graines sont généralement albuminées et rarement ailées, parfois exalbuminées et
I’embryon généralement droit, parfois courbe.

L’androcée est constitué de 4 a 5 étamines toutes fertiles, oppositisepales; les filets sont
soudés au tube de la corolle ; les anthéres sont introrses a déhiscence longitudinale ou parfois
porcidé.

Le gynécée est formé de 2 a 9 carpelles soudés; 1’ovaire est infere; on note 1-n ovules
anatropes dans chaque loge en placentation pariétale ou axile; un style a sommet divisé suivant

le nombre de carpelles.

La garance des teinturiers (RT) est une plante vivace, rampante, a tige sous-ligneuses a la
base, grimpantes, atteignant plus de 1m de hauteur, quadrangulaires et portant des epines sur

les angles, feuilles en verticilles de 4-6, ovales, 15 a 60 mm de long, rigides, coriaces brillantes
8



en dessus, a bords dentés-scabres, fleurs jaune-verdatre en grappes terminales ou axillaires,
corolle de 5 mm, avec des lobes aigus, fruit noir de 4-6 mm ; floraison en Avril-Juillet (Aafi,
2002)(Figure 1).

Figure 1:Vue d’ensemble de la plante (Rubia tinctorum) avec ses tiges et racines (Marhoume,
2018).

2.4 Distribution systématique

Les Rubiacées vivent dans tous les biotopes, méme dans les déserts. Elles sont nombreuses
dans les foréts tropicales, aussi bien humides que seches ou elles vivent surtout dans le sous-
bois. Les savanes sont moins riches en Rubiacées et ce sont surtout les formes herbacées qui y

sont présentes (Cardon, 2003).

Les différentes especes de garance se localisent dans trois principales zones. L’Europe
occidentale, le pourtour du Bassin Méditerranéen ainsi qu’une grande partie de I’ Asie pour la
garance des teinturiers (R. tinctorum L.) et la garance des voyageurs (R. peregrina L.). Les
garances dites indiennes poussent et plus précisément sur les pentes de ’Himalaya: la garance
du Munjeet (R. cordifolia L.) et la garance du Sikkim (R. sikkimensisK.). Enfin, une espéce est

endémique au Japon (R. akane N.) (Cardon, 2003) (Figure 2).
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Figure 2 : Répartition géographique des différentes espéces de garance (Hovaneissian, 2005).

Au Maroc La garance habite les foréts et les broussailles de la plaine et des montagnes du
Rif, du Moyen Atlas, du Haut Atlas, des Béni Snassen, des montagnes de Debdou, du Maroc
central et occidental jusque vers 2000 m d’altitude. C’est une espéce a large répartition

géographique (Aafi, 2002).

2. 5 Utilisations traditionnelles
RT est une plante utilisée depuis des milliers d’années. Ses applications sont donc trés

diverses et varient selon les régions et les populations qui les utilisent. Les activités
thérapeutiques les plus citées dans la littérature pour cette plante sont (Hindorf et Omondi,
2011 ; Jain et Bhardwaj, 1982):

v' L’activité diurétique et surtout en tant qu hypotenseur
v' L’activité emménagogue

v' L’activité dans les obstructions de la rate

v' L’activité purgative/laxative

v' Lactivité cholagogue.

A celles-ci s’ajoutent des actions diverses telles, celles citées par Pierre Joseph Garidel
- la garance "comme débouchant les obstructions du foie, de la rate et de la matrice™ (Garidel,
1715).
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La garance est aussi recommandée contre la jaunisse, I'anémie et les dartres (Debuigne,
1974). Leclerc confirmait les propriétés diurétiques, pour lesquelles les pays arabes I'emploient
encore (Leclerc, 1933). Certains principes actifs auraient des propriétés dissolvantes entrainant
la formation de complexes solubles calciques et magnésiens et seraient donc cités dans la
prévention de la formation des calculs (Debuigne, 1974).

Selon Culpeper, (2006) elle a été utilisée dans le traitement de I'ictere, I'obstruction de la rate,
la mélancolie, la paralysie, les hémorroides, la sciatique et les ecchymoses: les racines doivent
étre bouillies dans du vin et du sucre ou du miel ajouté. La graine de la garance gorgée de
vinaigre et de miel est utilisée pour le gonflement de la rate, les feuilles et les tiges sont utilisées
en cas de retard dans les menstruations ou encore les feuilles et les racines sont écrasées et
appliquées sur des taches de rousseur et d'autres colorations de la peau (Jain et Bhardwoj, 1982).

Elle a aussi des propriétés purgatives et cholérétiques par les feuilles. En herboristerie, la
garance est connue pour étre cholagogue, antilithiasique, astringente et laxative. En usage
traditionnel la décoction de racine est hypotensive et utilisée dans les infections de ’arbre
urinaire, les diarrhées et la stérilité (Derksen, 2002).

Au Maroc, cette plante est largement utilisée en pharmacopée traditionnelle (Bellakhdar,
1997). Elle est utilisée comme plante apéritive pour faire grossir, mais aussi en cas de
convalescence ou elle a la réputation de permettre la remise en forme. Son usage est beaucoup
plus important en cas d’anémie ou encore pour faciliter I’accouchement chez les femmes et
méme apres. En effet, la décoction de la plante entiere est prescrite dans les anémies et toutes
les maladies du sang. Sa prise quotidienne est conseillée pour augmenter le volume sanguin et
améliorer le teint. Réputée aphrodisiaque, elle est souvent incorporée au pain dont elle colore
la mie en rouge. Sa décoction est administrée aux nourrissons comme anti-diarrhéique. Elle est
écrasée sous sa forme fraiche et introduite lors de la confection du pain ou encore comme

condiment dans la cuisson des plats (Bellakhdar, 1978).

Dans la région de Marrakech, les racines de RT, sont utilisées en décoction buvable comme
anti-ictérique. Dans le méme but, on peut aussi faire cuire un ceuf dans cette décoction et manger

ensuite I’ceuf dur (Benchaabane et Abbad, 1994).

3. Données phytochimiques
Les travaux antérieurs réalisés pour la caractérisation chimique du genre RT ont permis

I’isolement et I’identification des composées les plus abondants dans le parenchyme des racines
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et qui possédent une origine biosynthétique commune. Ils sont constitués d’une structure

chimique de base correspondant au noyau anthracéne-9,10-dione ou anthraquinone (Figure 3).

Figure 3 : Structure du noyau anthragquinone (Burnett et Thomson, 1968).

La biosynthese des anthraquinones chez les Rubiaceae est réalisée selon deux principaux
schémas : celui de I’acide shikimique, formant les noyau A et B, ainsi que celui dit «terpénique
»via I’acide mévalonique (Leistner et Zenk, 1967; Burnett et Thomson, 1968;Han et al., 2002).
Les structures anthraquinoniques dites “aglycones”, présentes dans la garance, différent selon
la nature et le positionnement des substituants sur le noyau C de la structure de base. La plante
biosynthétise principalement 1’alizarine (1,2-dihydroxyanthraquinone), la lucidine (1,3-
dihydroxy-2-hydroxyméthylanthraquinone), la purpurine (1, 2,4-trihydroxyanthraquinone) et
la rubiadine (1,3-dihydroxy-2-méthylanthraquinone). D’autres anthraquinones ont été
identifiées comme I’anthragallol (1, 2,3-trihydroxyanthraquinone), lamunjistine (2-carboxy-
1,3-dihydroxyanthraquinone), le nordamnacanthal (2-formyl-1,3-dihydroxyanthraquinone), la
pseudopurpurine  (3-carboxy-1, 2,4-trihydroxyanthraquinone), la quinizarine (1,4-
dihydroxyanthraquinone) et la  xanthopurpurine  ou  purpuroxanthine  (1,3-
dihydroxyanthraquinone) (Schweppe, 1992; Derksen et al., 1998 ; Novotnaet al., 1999;
DeSantis et Moresi, 2007). Les structures chimigues de ces anthraquinones sont détaillées dans

la Figure 4.
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Figure 4 : Structures des principales anthraquinones aglycones rencontrées dans les racines
de garance (Derksen et al., 1998).

Concernant I’espéce marocaine, une analyse phytochimique menée par Odounga, (2011)
sur les extraits chloroformique et méthanolique de racines de RT a révélé la présence des
anthraquinones majeures qui ont été caractérisées par chromatographie (CCM et HPLC), et par
spectrométries UV-Visible et de masse. Il s’agit de la lucidine (1) et de deux de ses dérivés
hétérosidiques : la lucidine-3-O- primeveroside (2) et la lucidine-3-O-glucoside (3), de la
rubiadine (4), de I’acide rubérythrique (5); en plus de 1’alizarine (6), de la purpurine (7), et le
nordamnacanthal (8) (Figure 5).
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Figure 5 : Structures des principales anthraquinones majeures rencontrées dans les racines de
I’espéce Marocain (RT) (Odounga, 2011).

4. Données pharmacologiques

De nombreux travaux ont rapporté que cette plante possede plusieurs activités biologiques
telle que les activités anti cancéreuse, antimicrobienne, antioxydante, anti inflammatoire
(tableau, 1) qui justifient certaines utilisations traditionnelles (Park et al., 2009 ; Sharifzadeh et
al., 2014 ;Alsarhan, 2013). Les principes actifs anthraquinoniques comme 1’alizarine, purpurine
et I’acide rubérythrique présents dans les racines de RT possédent des propriétés thérapeutiques
antibactériennes et antifongiques. L’activité antimicrobienne des extraits de RT a été mise en
évidence sur les bactéries, les levures et les champignons. Il a été démontré que les extraits de
racines ont une activité antibactérienne supérieure a celle des extraits de la partie aérienne
(Kalyoncuet al., 2006). De méme Mehrabian et al., (2000) ont démontré une activité
antibactérienne des extraits méthanoliques, chloroformiques et aqueux de RT sur des
microorganismes aéroportés. Cette plante est aussi utilisée par les dermatologues pour la
détection du calcium dermique dans les troubles tels que le pseudo-xanthome élastique (Norton

et al., 1998).Les extraits des racines de RT ont également fait 1’objet de recherches de I’activité
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anti-inflammatoire. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait aqueux présente un effet anti-
inflammatoire puissant attribué aux composés polaires qui sont extraits dans I'eau (Sharifzadeh
etal., 2014).

Lajko, et ses collaborateurs (2015) ont démontré 1’activité inhibitrice efficace et sélective
de la purpurine sur les cellules de mélanome et son utilisation possible comme agent
anticancéreux ciblé (Lajko et al., 2015). Tandis que 1’étude réalisée par karim et al (2010) a
révélé ’effet antidiarrhéique de I’extrait aqueux de RT chez des rats rendus diarrhéiques avec
I’huile de ricin, par un effet antispasmodique qui a réduit les contractions intestinales et a donc
permis une plus grande durée d’absorption de I’cau (Karim et al., 2010).

Les études réalisées en 1986 par Wijnsma et VVerpoorte ont rapporté que les anthraquinones
de RT sont dotées d’activités diurétiques et inhibitrices de calculs (Wijnsma et Verpoorte,
1986). D’autres activités biologiques et pharmacologiques des extraits de RT ont été¢ mis en

évidence a travers plusieurs publications internationale sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 1: Quelques activités biologiques de RT

Activité Support de activité Références

Activité anti-diarrhétique Extrait aqueux Karim et al., 2010.
Activité anti-inflammatoire | Extraits éthanolique et agueux Sharifzadeh et al., 2014
Activité Anti-urolithiasique | Extrait méthanolique Prasad et al., 2007
Activité antibactérienne Extrait méthanolique et chloroformique | Mehrabian et al., 2000
Activité antifongique Extraits éthanolique, aqueux Kalyoncu et al., 2006

méthanolique, acetate d’ethyle

Activité anti-tumorale Extrait aqueux Lajko et al., 2015
Activité Antiplaguettaire Anthraguinone (Chrysophanol-8-O- Seoetal., 2012
glucoside)
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I1. Données générales sur les fonctions et les comportements étudiés
1. Activité hépatoprotectrice

1. 1 Rappel anatomo-histologique du foie

Le foie est le plus volumineux organe dans le corps humain, il représente presque le 1/40°m
du poids corporel et occupe le quadrant droit au-dessous du diaphragme (D’aprés Castaing et
Veilhan, 2006). Il est constitué de 4 lobes : le gauche, le droit et en bas du c6té viscéral, le lobe
carré et le lobe caudé (Figure 6). Entre les deux petits lobes (carré et caudé), pénétrent 1’artére
hépatique, la veine porte, ainsi que les vaisseaux lymphatiques et les fibres nerveuses du

systéme nerveux autonome.

Figure 6 : Morphologie hépatique: vues diaphragmatique et inférieure. 1. Lobe gauche; 2.
Ligament rond; 3. Lit vésiculaire; 4. Lobe carré; 5. Hile; 6. Lobe de Spigel; 7. Lobe droit
(D’apres Castaing et Veilhan, 2000).

Les conduits hépatiques droits et gauches se réunissent en un conduit hépatique commun. Celui-
ci s’unit au conduit cystique pour former le canal cholédoque commun (Figure 6). 75% du sang
que le foie contient, vient de la veine porte (plus d’un litre/min), contenant des aliments
absorbés dans ’intestin gréle et les produits de dégradation venant de la rate, les hormones du

pancréas et les substances réabsorbées en partie par la muqueuse gastrique. Les 25 % restants
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viennent de 1’artére hépatique responsable de I’irrigation du foie et de sa survie (Moore et

Dalley, 2001).

Structure interne du foie

Le foie contient un nombre géant de petits lobules de forme hexagonale et d’une grandeur
de 2 mm. Au centre de chaque lobule, se trouve la veine Centro-lobulaire, aux coins du lobule
se trouvent des branches de la veine porte, une branche de I’artére hépatique et un petit

canalicule biliaire (triade de Glisson) (Figure 7) (Marieb et Hoehn, 2014).

Les hépatocytes forment des travées qui cheminent en direction de la veine centrale. Le
sang circule dans I’espace entre les travées précisément dans les sinusoides hépatiques
(capillaires hépatiques dilatés). Ainsi, les hépatocytes sont mis en contact avec différents
métabolites. Dans les sinusoides, se logent les cellules étoilées de Kuppfer appartenant au
systeme des macrophages monocytes, qui purifient le sang et détruisent les vieux érythrocytes
(Thiele, 2010).

Velne Centro-lobulalre

Hépatocytes . TN - - (‘C.ln-ﬂtulos biliaires
o - - . ' = u 4

.-
s
camv

Veine porte

Figure 7 : Structures internes du foie : le lobule hépatique. (D’apres Marieb et Hoehn, 2014)
1. 2 Physiologie et fonction hépatique
1 2. 1 Métabolisme des protéines, graisses et hydrates de carbone

Le foie joue un réle primordial dans le métabolisme des protéines, des hydrates de carbone

et des graisses.
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Les protéines: 95% de toutes les protéines sanguines (albumine, globuline,
prothrombine, fibrinogene, transferrine, plasminogéne) sont produites dans le foie (Thiele,
2010)

Les hydrates de carbone: le glucose est un élément essentiel au fonctionnement
cellulaire. Pour maintenir une glycémie normale, le foie intervient en stockant sous forme de
glycogéne et en le libérant en cas de besoin, sous [’action d’hormones hypo et

hypoglycémiantes respectivement comme 1’insuline et le glucagon (Thiele, 2010).

Les graisses: sont aussi métabolisées en grande partie dans le foie pour produire le
cholestérol nécessaire a la formation de la bile, qui facilite I’absorption intestinale des graisses

et des vitamines liposoluble (Thiele, 2010).

1. 2. 2 La détoxification

Les toxines endogenes: I’ammoniaque issue du catabolisme des protéines est
transformée dans le foie en urée, de méme pour les hormones comme les cestrogénes qui sont

dégradées aussi dans cet organe (Thiele, 2010).

Les toxines exogenes : comme les médicaments, les additifs de 1’industrie alimentaire

sont aussi dans cet organe (Thiele, 2010).

1. 2. 3 Le métabolisme du fer

Suite a la dégradation des vieux érythrocytes par les cellules étoilées du foie qui sont les
cellules de kuppfer, le fer est stocké dans le foie et libéré en cas de besoin dans la circulation

sanguine, pour renter de nouveau dans la formation de I’héme des érythrocytes (Thiele, 2010).

1. 2. 4 Stockage du sang

Par rétrécissement et dilatation des vaisseaux hépatiques, le foie peut modifier la quantité

de sang qui le traverse et ainsi s’adapter aux changements du corps (Thiele, 2010).

1. 2. 5 L’hématopoiése

Jusqu’au 5™ mois de la vie feetale, le foie contribue a I’hématopoiése, méme a I’age adulte,
il peut reprendre cette fonction suite a des cas pathologiques comme la perturbation de

I’hématopoiese dans la moelle osseuse (ex. leucémie) (Thiele, 2010).
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1. 2. 6 La bilirubine

C’est le produit de dégradation de I’héme des hémoglobines, chaque jour 300 mg de
bilirubine sont formés. Elle est couplée a I’albumine et transportée au foie (car elle est insoluble
dans I’eau) ou peut y étre libre (bilirubine non conjuguée). Puis, couplée a un acide
glucuronique qui la rend soluble dans 1’eau: c’est la bilirubine conjuguée qui sera éliminée dans

les intestins par voie biliaires (Thiele, 2010).

Dans le gros intestin, elle sera transformée en stercobilines et urobilinogénes. Les
stercobilines (80%) seront éliminés dans les selles, et les urobilinogenes (20%) retournent au
foie par voie entéro-hépatique puis sont éliminées par les reins ou par le foie sous forme de bile
(Thiele, 2010).

1. 3 Physiopathologie des atteintes hépatiques

Le foie assure des fonctions nombreuses et vitales a 1’organisme. Ses atteintes sont
multiples et perturbent parfois gravement la santé du corps humain. Il existe une large gamme
de trouble hépatiques, entre autre, la cirrhose et la fibrose hépatique, 1’hépatite médicamenteuse,

les hépatites auto-immunes et les tumeurs hépatiques,

1. 3. 1 Pathogeneése de la cirrhose hépatique

La cirrhose hépatique est le stade majeur de développement de la fibrose hépatique qui
découle souvent des maladies chroniques hépatiques d’ordre environnemental telles que :
I’alcool, les hépatites virales chroniques B et C, les hépatopathies médicamenteuses (Ex :
méthotrexate), et génétique telles que : I’hémochromatose génétique, les hépatopathies auto-
immunes, hépatopathies métaboliques dont la maladie de Wilson (maladies génétique
conduisant a une surcharge en cuivre) (Sawadogo, 2007). La cirrhose est caractérisée par la
présence de trouble de 1’architecture du parenchyme hépatique, avec entourant des nodules
hépatocytaires appelés aussi de régénération (Friedman, 2003). Cette complication est souvent
suivie d’autre atteintes potentiellement graves, telles que : I’hypertension portale donnant lieu
a une hémorragie par rupture des varices cesogastriques, I’infection du liquide d’ascite, le
syndrome hépatorénal, le carcinome hépatocellulaire et enfin une encéphalopathie hépatique
(Sawadogo, 2007).

La physiopathologie de la cirrhose hépatique comporte plusieurs étapes et fait intervenir

plusieurs mécanisme et type cellulaires a savoir :
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1. 3. 2 La fibrose hépatique

Elle suit généralement toute hépatopathie chronique manifestée par une atteinte
hépatobiliaire et/ou inflammation. Il s’agit d’une réponse cicatrisante excessive suite a une
altération des hépatocytes et augmentation des constituants de la matrice extracellulaire (MEC),
dd a un déséquilibre entre la synthese, le dép6t et la dégradation de ses constituants de la MEC
qui provient de I’assemblage de macromolécules appartenant a plusieurs familles : les
collagenes, les glycoprotéines, 1’¢lastine, les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes

(Sawadago, 2007).

Plusieurs roles sont attribués a la MEC a savoir : la communication intercellulaire,
I’adhésion des cellules, leur migration, leur différenciation, leur croissance et la régulation de
leurs génes. Normalement il existe u équilibre entre la fibrolyse. Ainsi, une fibrose pathologique
survient dans la MEC, ce qui donne une désorganisation de I’architecture hépatique touchant

aussi bien 1’aspect anatomique que fonctionnel (Sawadogo, 2007).

Le stade le plus avancé de la fibrose hépatique est la cirrhose. Au cours des hépatopathies
virales et biliaires, la fibrose hépatique est a point de départ portal, tandis qu’elle est
centrolobulaire au cours des hépatopathies est a point de départ portal, tandis qu’elle est

centrolobulaire au cours des hépatopathies alcooliques (Bataller et brenner, 2005).

1. 3. 3 Réle des cellules étoilées du foie (CEF)

Les lésions hépatocytaires et biliaires provoqueraient une libération de médiateurs qui
activent les CEF (Friedman, 2003). Ces cellules proliférent et subit une transformation en
myofibroblastes contractiles (Friedman, 2003). Par la suite, elles proliférent et commencent a
produire du collagéene fibrillaire caractéristique de la fibrose et de la cirrhose (Bataller et
Brenner, 2005).

1. 3. 4 Hépatites auto-immun

L’hépatite auto-immune (HAI) est une maladie d’étiologie inconnue ou I’infiltration du
foie par des lymphocytes auto-réactifs méne a la destruction progressive du parenchyme
hépatique (Gueguen et al., 1991). En absence de traitement, elle progresse vers la cirrhose et le
temps de survie médian est alors de 3.3 ans (Yamamoto et al., 1993). Les différentes

observations cliniques et I’étude de la pathogenése de I’HAI ont amené les chercheurs a émettre
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I’hypothése que cette maladie, comme la majorit¢ des maladies auto-immunes, serait

multifactorielle.

L’HALI se classe en deux types selon les auto-anticorps présent dans le sérum du patient
(Manns et al., 1989).

» L’HAI de type 1 est définie par la présence d’auto-anticorps anti-muscles lisses (SMA pour

smooth muscle antibody) et/ou anti-nucléaire (ANA pour anti-nuclear antibody).

> Letype 2 est quant a lui défini par la présence d’auto-anticorps dirigés contre le cytochrome
P450 2D6 (LKM1 pour anti-liver-kidney microsome type 1 antibody) et/ou contre la

formiminotransférase-cyclodéaminase (LC1 pour liver-cytosol type 1 antibody)

1. 3. 5 Hépato-toxicité médicamenteuse

L’hépato-toxicité est définie comme le pouvoir qu’a une substance (comme les
médicaments) de provoquer des dommages au foie. La toxicité au foie se manifeste sous forme
d’inflammation (on parlera d’hépatite) ou encore de nécrose (mort des cellules du foie), dans
les cas plus sévéres. Les principaux mécanismes d’hépato-toxicité sont exposés. Le premier
mécanisme est la formation de métabolites réactifs par I’intermédiaire de la biotransformation
du médicament par un (ou plusieurs) cytochromes P450. Ces meétabolites peuvent
subséquemment entrainer un stress oxydant, une peroxydation des lipides et des altérations la
perméabilité des membranes mitochondriales qui introduiront la mort cellulaire par nécrose, ou

apoptose (Fromenty, 2010).

Le médicament (ou 1'un de ces métabolites) peut également altérer les fonctions
mitochondriales en inhibant directement ’oxydation mitochondriale des acides gras, ou
indirectement par inhibition de la chaine respiratoire. Dans ce cas, le médicament induit une
accumulation de triglycérides (stéatose) qui, a long terme, peut évoluer en stéato-hépatite, une
atteinte hépatique caractérisée par de la nécro-inflammation et de la fibrose (Fromenty, 2010).

Le médicament peut aussi perturber le métabolisme des lipides par d’autres mécanismes,
ou la sécrétion des acides biliaires. 1l est a noter que les hépatocytes ne sont pas les seules
cellules qui peuvent étre impliquées dans 1’hépato-toxicité des médicaments. Par exemple, les
macrophages résidents du foie (cellules de Kupffer) et les cellules étoilées peuvent jouer un role
important dans certains cas, en particulier dans les formes chroniques d’hépato-toxicité. Enfin,

il est important de souligner qu’il existe de nombreux facteurs génétiques, physiologiques,
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métaboliques et nutritionnels qui semblent augmenter le risque d’hépato-toxicité de certains

médicaments (Fromenty, 2010).

2. Activité anti-lithiasique
Le rein est un organe vital, responsable de multiples fonctions de régulation, d’élimination

et de synthése endogéne. Il élimine une variété de déchets métaboliques tels que 1’urée, 1’acide
urique et la créatinine. Il controle aussi la qualité d’eau et d’électrolytes nécessaire au maintien
de I’équilibre osmotique des cellules. Finalement, il joue un role majeur dans la régulation du
pH sanguin. Plus de 900 L de plasma passent par les reins en 24 heures. De ce volume, environ
20% (180 L/jour), est filtré au niveau des glomérules. Les tubules rénaux en réabsorbent

presque la totalité, soit prés de 99,5% (Dantzler, 1992).

2. 1 Rappel anatomique du rein

L’appareil urinaire est formé de deux reins, de deux uretéres, d’une vessie et d’un urétre.
Chaque élément joue un rdle crucial dans I'élimination des déchets sous forme d'urine.

Le rein est un organe pair richement vascularisé, situé¢ a I’arriére de ’abdomen, de part et
d’autre de la colonne vertébrale. 11 est essentiel au fonctionnement de nombreux autres organes.

Il comporte 2 régions bien distinctes: le cortex et la médullaire (Wallace, 1998) (Figure 8).
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Figure 8 : Coupe longitudinale du rein gauche vu par sa face postérieure (Cité par leroy,
2004)
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Chaque rein contient environ Imillion d’unités fonctionnelles appelées néphrons (Figure
9). Les reins sont indépendants 1’un de ’autre, si I’un est 1ésé ou ne fonctionne plus, 1’autre

peut tout de méme fonctionner normalement (Nielsen et al., 2012).
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Figure 9 : Schéma d’un néphron dans la zone du parenchyme rénal (Nielsen et al., 2012).

Les néphrons sont situés a la fois dans le cortex et la médullaire, bien que leur plus grande
partie soit située dans le cortex. Ils comportent deux parties principales, le corpuscule rénal ou
corpuscule de Malpighi et le tubule rénal (Nielsen et al., 2012).

Le Corpuscule rénal résulte de 1’association de la capsule de Bowman qui représente
I’extrémité invaginée du tube urinaire et un bouquet de capillaires émanant d’une artériole
afférente (issue d’une artére inter-lobulaire) et convergeant vers une artériole efférente. Ce
réseau de capillaire est appelé glomérule (Nielsen et al., 2012).

Le tubule rénal s’étend de la capsule de Bowman jusqu’a sa jonction avec un tube
collecteur. Ce tubule est formé du tube proximal, c’est la partie la plus longue et la plus
contournée du tubule. L'anse de Henlé est le tube en forme de U responsable du transport de
I'urine hors du néphron vers les calices. Elle est bordée par les tubes contournés proximal et

distal et se caractérise par une branche descendante et une branche ascendante formant le U. Le
tube contourné distal débouche vers le tube collecteur ou tube de Bellini a 1’aide d’un canal
d’union achevant ainsi la structure du néphron (Nielsen et al., 2012).
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Les tubules collecteurs convergent vers le sommet des pyramides appelé papille rénale et
se déversent dans les petits calices, lesquels a leur tour débouchent dans les calices majeurs qui
s’ouvrent directement dans le bassin rénal en forme d’entonnoir plus volumineux d’ou les
urines sont conduites a la vessie par I’uretére (Brunner et al., 2006).

2. 2 Physiologie et fonction rénale

e Formation de I’urine:

L’urine se forme dans les néphrons par un processus complexe comportant trois étapes : la
filtration glomérulaire du plasma des capillaires glomérulaires vers la lumiere tubulaire; la
réabsorption tubulaire du liquide tubulaire vers la lumiére des capillaires péri-tubulaires; la
sécrétion tubulaire du plasma des capillaires péritubulaires vers la lumieretubulaire (Brunner et
al., 2006; Gougoux, 2005).

En effet, Le sang passe par les capillaires glomérulaires, vaisseaux sanguins au début du
néphron. A cet endroit, tout ce qui peut passer a travers la paroi des capillaires se retrouve dans
les néphrons, soit I'eau, I'urée, les sels minéraux et le glucose; c'est la filtration. Par la suite, ce
filtrat passe dans le tube contourné proximal, I'anse et le tube contourné distal. A ces endroits,
"l'urine” subit une réabsorption, c'est-a-dire que l'eau, le glucose et les sels minéraux
retournent dans le sang par les capillaires péritubulaires. Il y a aussi sécrétion, c'est-a-dire que
le sang se débarrasse d'autres déchets, comme les ions acides H+, et les envoie dans le filtrat
final (Brunner et al., 2006; Gougoux, 2005).

Le liquide se rend ensuite dans le tube collecteur, puis vers le calice et le bassinet du rein.
Cette urine est transportée hors des reins par les uretéres et amenée dans la vessie, avant d’étre
excrétée hors de I’organisme par ’uretere (Wallace., 1998). L'urine contient principalement de
I'eau, de l'urée, de l'acide urique, de I'ammoniaque, des électrolytes ainsi que des toxines
exogenes. Sa production est d'environ 1,5 litres/24 heures chez une personne normale.

Elle ne contient pas de protéines, ni de glucides ou de lipides. La présence de ces substances
dans l'urine témoignerait de I’existence d'une pathologie (Touhami, 2008).

e Fonctions des reins:

La fonction la plus importante des reins est de maintenir constants le volume, la tonicité et
la composition des liquides corporels (homéostasie). Cette fonction essentielle des reins
requiert la filtration continuelle, au niveau du glomérule, de grandes quantités de liquide
plasmatique qui est ensuite presque completement réabsorbé par le tubule. Les reins corrigent
les changements du contenu d’eau et d’électrolytes dans I’organisme en adaptant rapidement

leur excrétion urinaire et en maintenant ainsi leur bilan externe constant (Gougoux., 2005).
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Cette fonction des reins qui consiste a epurer les liquides corporels des produits de déchets
endogenes et exogenes est bien connue. D’abord, les reins excrétent les déchets métaboliques
azotés, tels que I'urée et la créatinine, dont I’accumulation dans les liquides corporels devient
nuisible durant I’insuffisance rénale aigu€ ou chronique.

Les reins éliminent aussi de I’organisme de nombreuses substances exogenes anioniques
ou cationiques, qu’elles soient ingérées accidentellement ou prises comme médicaments
(Gougoux, 2005). De plus, les reins accomplissent plusieurs autres fonctions, comme la
conservation ou 1’élimination des substances organiques et la sécrétion de diverses hormones
contribuant a la régulation de la pression artérielle systémique, a la production des globules
rouges par la moelle osseuse et a la minéralisation de I’os (Gougoux, 2005).

Le rein est a la fois 1’organe effecteur de nombreux systeme hormonaux et un véritable
organe endocrine capable de réguler le métabolisme des petites hormones polypeptidiques mais
aussi de fabriquer des hormones ou des médiateurs d’action locale (Hannedouch, 2007):

e Catabolisme rénal des hormones polypeptidiques :

Le rein assure la dégradation et le catabolisme des hormones peptidiques tels que I’insuline,
le glucagon, parathormone, la calcitonine, ’hormone de croissance, de fagon générale le
catabolisme des protéines de petit poids moléculaire, chaines Iégeres d’immunoglobuline, béta
2 micro-globuline; tous ces petits polypeptides sont librement filtrés par le glomérule,
réabsorbés au niveau du tube proximal ou ils sont dégradés. Il s’agit d’un important mécanisme
de régulation de I’activité hormonale a court terme puisque toute élévation de la concentration
circulante d’une hormone polypeptidique augmente la charge filtrée et donc I’élimination rénale
(Hannedouch, 2007).

e Hormones agissant sur le rein :

* L’hormone antidiurétique (ADH ou arginine vasopressine) est un peptide libéré par la
posthypophyse. Elle provoque la réabsorption d’eau dans les tubes collecteurs.

* L’aldostérone est une hormone stéroidienne produite par le cortex surrénal qui stimule
la réabsorption de sodium dans le tube collecteur.

* Le peptide atrial natriurétique (ANP) est produit par les cellules cardiaques et stimule
I’excrétion de sodium dans les tubes collecteurs.

* L hormone parathyroidienne (PTH) est une hormone polypeptidique produite par la glande
parathyroide qui stimule I’excrétion rénale de phosphate, la réabsorption de calcium et la production
de vitamine D (Hannedouch, 2007).

e Hormones synthétisée par le rein
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» La rénine est une protéine libérée par ’appareil juxta-glomérulaire. La rénine stimule la
formation d’angiotensine II. L’angiotensine II est un puissant vasoconstricteur et stimule
la réabsorption de sodium soit directement, soit via la production d’aldostérone.

» La vitamine D est une hormone stéroidienne métabolisée par le rein sous sa forme active,
1,25 dihydroxycholécalciférol ou calcitriol qui stimule 1’absorption intestinale de calcium
et de phosphate.

» L’érythropoiétine (EPO) est une hormone glycopeptidique produite dans le rein qui
stimule la formation des globules rouges dans la moelle osseuse. L’érythropoiétine est la
principale hormone régulant la masse globulaire.

> Les prostaglandines sont produites par le rein, elles ont de nombreux effets notamment sur
la vascularisation rénale et la natriurése.

L’IGF1 et I’EGF (epidermal growth factor) sont des hormones polypeptidiques qui
interviennent localement dans la croissance ou la régénération des cellules tubulaires rénales
(Hannedouch, 2007).

2. 3 Apercu sur la lithogenese

Le terme de lithogenése regroupe I’ensemble des processus qui conduisent au
développement d’un calcul dans les voies urinaires. Le calcul est une agglomeération de cristaux
liés par une matrice organique (Khan et al., 1993; Ryall et al., 2005). Le processus de la
lithogenése peut étre décomposé en sept étapes qui se succedent ou s’entremélent au cours de
la formation d’un calcul. Ces étapes sont les suivantes :

« la sursaturation des urines ;

* la germination cristalline ;

» la croissance des cristaux ;

* I’agrégation des cristaux ;

* ’agglomération cristalline ;

« la rétention des particules cristallisées ;

« la croissance du calcul.
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La figure 10 rassemble les principales étapes de la lithogenese. Cette figure montre la
complexité des processus physicochimiques associés ainsi que différents mécanismes
biochimiques mis en action par 1’organisme afin d’éviter la formation de calcul: variation du
pH urinaire, dilution des urines, complexation de certains ions pour limiter la formation
d’especes moléculaires peu solubles, blocage des sites de croissance cristalline par des ions ou
des macromolécules (inhibiteurs), protection de I’épithélium urinaire contre 1’adhérence
cristalline, etc. De ce fait, les principales causes biochimiques de sursaturation des urines, liées
a une concentration excessive de calcium, d’oxalate, d’acide urique ou a une concentration
insuffisante de citrate, sont contrebalancées par la présence d’autres substances qui vont exercer
des effets sur les cristaux eux-mémes (inhibition de croissance ou d’agrégation) ou leur

interaction potentielle avec 1’épithélium (Daudon et al., 2008).

l Hypercaldurie [ Hyperoxalurie " Hyperuricurie H Hypocitraturie H pH I

| | | | |
|

SURSATURATION DU MILIEVU

Concentration molaire et \onlsmion

Inhibiteursde Citrate, magnésium
la germination cristalline 2 “ Dilution, variation du pH

GERMINATION CRISTALLINE

Inhibiteurs de Néphrocalcing, bikunine stabilsants
lacroissance cnslalline g b de phase cristalline (ex magnésium)

CROISSANCE CRISTALLINE

Inhibiteursde Frotéine de tamm-horsfall
Iagrégation cristalline & ' non polymeérisée, Citrate

AGREGATION CRISTALLINE

Inhibiteurs de I'adhésion X . Protém_e detamm-hor:s{all
gescnstaux de l'épithélium polymerisée, Uroponfine

| RETENTION CRISTALLINE |

Sursaturation élevée
permanenie ou fréquentie

ACCRETION DE CRISTAUX SUR LE NOYAU AINSI FORME

Ou sursaturations multiples

[CROISSANCE DU CALCUL ]

QOu sursaturation modérée Etape racultative

CONVERSION CRISTALLINE

Figure 10 : Les étapes de la lithogénése (Hannache, 2014)
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Il existe normalement, dans les urines, un équilibre entre promoteurs et inhibiteurs de
cristallisation. Cet équilibre peut &tre rompu soit par un exces des promoteurs, soit par un déficit
des inhibiteurs (Figure 11). Les ions qui participent & la formation des especes insolubles sont
appelés promoteurs de la cristallisation. Au nombre d’une dizaine, les promoteurs de la
cristallisation peuvent agir conjointement ou isolément. Le plus souvent, 2 ou 3 composés sont
mis en ceuvre pour aboutir a la formation de ces espéces moléculaires peu solubles qui peuvent
alors précipiter sous différentes formes cristallines. Ces derniéres se forment dans des
environnements biologiques différents dont elles témoignent, d’ou I’intérét de les prendre en
considération pour identifier les facteurs étiologiques d’une maladie lithiasique (Daudon et al.,

2008 ; Hennequin et al., 1993).

Promoteurs Substances cristallisables Espéces cristallines
§ Oxalate : ; ;
K » Oxalates de calcium 5 Whewellite, weddellite, caoxite
S : 7 : . :
6; Caleium = \ Phosphates de caleium - i lem'm‘!“; brushite, pllo'sphdte
‘ W Octocalcique pentahydrate, PACC
- Phosphates de calcium et s
" — b : -, Whitlockite
g Phosphate . magnésium
ﬁ} Magnésium . Phosphatesammoniaco- . Syuvite, dittmarite
3‘ ’ magnésiens
K=
Q' Ammonium = > Urate d'ammonium ——— Urate d'ammonium anhydre
L. ’
T . Uricite, acide urique monohydraté,
Urate & Acideurique Acide urique dihydraté
_Urate de sodium —— Urate acide de sodium monohydrate
Sodium S Urate de sodium et nga st
3 '.'fpotQSSium » Urate de sodium et potassium
c | Potassium =% ; P c
T ‘Urate de potassium —— Urate acide de potassium anhydre
o
Dihydroxy- Di - : i
.Y ———Dihydroxy-2,8-adenine Dihydroxy-2,8-adénine
2,8-adenine ) gk
Xanthine + Ht— Xanthine » Xanthine
Cystine+ H* —— Cystine > Cystine

Figure 11 : Promoteurs, substances cristallisables et especes cristallines (Daudon et al., 2008)
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2. 4 Les differents types de calculs

L'analyse chimique des calculs a été remplacée par une analyse morpho-constitutionnelle
fondée sur une description précise a 1’échelle macroscopique complétée par une technique de
caractérisation par spectroscopie vibrationnelle et plus précisément par spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (Daudon et al., 1993 ; Daudon, 1993).

A I’échelle macroscopique, il s’agit de préciser la forme, la taille, I’aspect de la surface, la
texture, la forme et I’aspect des cristaux, la couleur, la dureté, I’organisation et les principales
caractéristiques de la section et, chaque fois que cela est possible, d’identifier le noyau qui a
servi de point de départ & la formation du calcul. La spectrophotométrie infrarouge est devenue
la méthode de référence en raison de sa polyvalence, de sa rapidité, de sa mise en ceuvre aisée
et de sa capacité a identifier simultanément les espéces cristallines et non cristallisées, les
composants minéraux et organiques, les espéces métaboliques et médicamenteuses (plus de 70
molécules différentes). En revanche, la spectrophotométrie infrarouge ne peut pas identifier un
nouveau corps, non encore decrit dans les calculs, comme un nouveau médicament par exemple,
méme si elle est capable de le détecter. D'autres techniques d'analyse sont alors nécessaires,
comme la diffraction X pour identifier plus précisément la nouvelle substance détectée par
I'analyse infrarouge. La spectrophotométrie infrarouge ne permet pas non plus de mettre en
¢vidence la présence d’¢éléments traces (Le bail et al., 2009). Les calculs urinaires peuvent étre
rassemblés au sein d’une classification comportant 6 types et 21 sous types, qui permet de
classer plus de 95% des calculs de I’arbre urinaire :

- Les oxalates de calcium constituent la classe | pour la whewellite et la classe Il pour la
weddellite (Khan, 1991; Daudon et al., 2009).

- Les calculs d’acide urique et les urates forment la classe III (Shirley and Sutor, 1968 ;
Normand, 2013).

- Les phosphates calciques et magnésiens, soit carbapatite, struvite, brushite, sont rassemblés
dans la classe IV whitlockite (klee et Brito, 1991; Williams et al., 2012)

- Les calculs de cystine (Classe V) sont liés a la cystinurie. 1l s’agit d’une anomalie génétique
qui entralne I’excrétion d’une quantité excessive de cystine par les reins. Ce type de calcul peut
survenir des I’enfance (Barbey et al., 2000 ; Letavernier et al., 2012).

- Les calculs constitués de proteines sont rassemblés dans la Classe V1.
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Notons I’existence de calculs de 1’arbre urinaire d’autre nature comme les calculs d’origine
médicamenteuse (Zanetta et al., 2013 ; Bollée et al., 2010) ou les calculs constitués de purines

rares liées a des maladies génétiques (Bollée et al., 2010).

3. Activité antiagrégante plaquettaire
3. 1 Plaquettes: Rappel anatomique et fonctionnel

3. 1. 1 Thrombopoiese

La thrombopoiése ou la mégacaryocytopoiese et la plaquettogénése sont les processus
physiologiques qui aboutissent a la production des plaquettes sanguines. Les plaquettes sont
produites a partir des mégacaryocytes, de grosses cellules multi-nucléées formées dans la
moelle rouge de certains os (sternum, c6tes, vertebres, iliaques) (Boneu et Cazenave, 1997). Au
repos, les plaquettes ont une forme discoide et un diamétre de 2 um pour un volume d’environ
8 um?®. Les deux tiers de la population plaquettaire circulent a une concentration comprise entre
150000 et 40000 plaquettes /ul, le reste étant séquestré dans la rate (Boneu et Cazenave, 1997).
La durée de vie moyenne est de 8 a 10 jours, apres elles sont phagocytées par les macrophage
de la rate et du foie (Mason et al., 2007). Les plaquettes ont une ultra structure complexe
organisée autour de trois ensembles : la membrane plasmique, les organites et le cytosquelette

(Figure 12).

A. B.

Membrane

. ‘ / plasmique

Mitochondrie

Granule a

Granule &

Granule A
Grains de

Filaments glycogéne
d’actomyosine ‘
Systéme e ? 3
canaliculaire ouvert 2um

Microtubules Microtubules

circonférentiels Systéme circonférentiels
tubulaire dense

Figure 12 : Schématisation (A) et image de microscopie électronique a transmission (B)
d’une plaquette au repos en coupe longitudinale (Zaid, 2015).
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La membrane plasmique est une bicouche asymétrique composée de phopholipides, de
cholestérol, de glycolipides, de protéoglycanes et de glycoprotéines. Des invaginations
tortueuses constituent le systeme canaliculaire ouvert (SCO), qui démultiplie les contacts avec
I’environnement et forme une réserve de membrane mobilisable lors du changement de forme
(Boneu et Cazenave, 1997).

Les organites comprennent des mitochondries, des grains de glycogene, le systéeme
tubulaire dense (STD), qui correspond au réticulum endoplasmique et séquestre le Ca2+, et des
granules de stockage dont le contenu est sécrété lors de 1’activation (Tableau 2) (Boneu et
Cazenave, 1997; Ruiz et al., 2004). Ces derniers sont 3 types : Les granules a sont les plus
abondants et contiennent notamment des glycoprotéines adhésives, des facteurs de coagulation
et des facteurs de croissance. Les granules denses ou o renferment de fortes concentrations de
substances pro-agrégantes et pro-coagulantes comme I’ADP, I’ATP, le Ca2" et les
polyphosphates.

Enfin, les granules A sont analogues aux lysosomes et contiennent de nombreuses protéases
(Boneu et Cazenave, 1997; Ruiz et al., 2004). Il existe de rares cas de patients avec un déficit
quantitatif ou qualitatif en granules a (Ex. syndrome des plaquettes grises) ou & (Ex. maladie
du « pool vide »), responsable d’hémorragies de sévérité variable (Nurden et Nurden, 2011).

Tableau 2 : Principales substances contenues dans les granules plaquettaires

|Granules o Granules denses (3) Granules A
Glycoprotéines adhésives ADP (~650 mM) Hydrolases a_cides
(Ex. fibrinogéne, FW, TSP-1, ATP (~440 mM) (Ex. cathepsines)
fibronectine, vitronectine) e .

Sérotonine (~65 mM) Métalloprotéases
Facteurs de coagulation Pyrophosphate (~330 mM) (Ex. collagenases)

(Ex. facteurs V. XI. XIII,
facteur tissulaire. kininogeéne
de haut poids moléculaire) Ca’™ (~2 M)

Polyphosphates (~1 mM)

Inhibiteurs de la fibrinolyse
(EX. az-antiplasmine, PAT-1)

Facteurs de croissance et
chimiokines

(Ex. PDGF. TGFp. EGF,
VEGF. PF4)

P-sélectine

Albumine

EGF, epidermal growth factor ; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1 ; PDGF, platelet-derived
growth factor ; PF4, platelet factor 4 ; TGF B, transforming growth factor  ; TSP-1, thrombospondine-1 ; VEGF,

vascular endothelial growth factor (d’aprés Boneu et Cazenave, 1997; Mackman, 2004; Ruiz et al., 2004).

Cytosquelette comprend un réseau circonferentiel de microtubules sous la membrane

plasmique, qui maintiennent la forme discoide de repos, et des filaments contractiles
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d’actomyosine localisés d’une part dans la région sous-membranaire et d’autre part dans le
cytosol (Boneu et Cazenave, 1997; Hartwig et De Sisto, 1991). L’activation plaquettaire
entraine des remaniements du cytosquelette a I’origine d’un changement de forme et de la
sécrétion du contenu des granules. Selon le mode et I’intensité de stimulation, les changements
morphologiques peuvent varier. Des plaquettes en suspension activées par un agoniste
deviennent sphériques, se contractent et émettent des filopodes (Figure 13) (Cazenave et al.,
2004). Lorsque les plaquettes sont mises a adhérer sur une surface comme le fibrinogéne ou le
FW, elles adoptent également une conformation sphérique, se contractent et émettent des
filopodes, avant d’étendre des lamellipodes et de s’étaler avec un aspect d’« ceuf au plat »

(Figure 13) (Goncalves et al., 2003; Lanza et al., 2008).

Plaquettes humainesaurepos

Activationen suspension Adhérence sur fibrinogéne
par PADP immobilisé

Contraction
Emission
de filopodes

Contraction

Emission
de filopodes

Emissionde
lamellipodes

Etalement

Figure 13 : Changements morphologiques des plaguettes au cours de leur activation en
suspension par un agoniste soluble (ADP, 5 puM), ou aprés adhérence sur fibrinogene
immobilisé. Images de microscopie électronique a balayage (Levin, 2013).

3. 1. 2 La fonction plaquettaire

Trois grandes fonctions contribuent aux propriétés hémostatiques des plaquettes : leur
capacité¢ a adhérer a la surface d’un vaisseau 1ésé, a s’activer en réponse aux protéines
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matricielles et a des agonistes solubles, et a agréger entre elles pour former le clou plaquettaire
(Jackson, 2011; Ruggeri, 2002). Ces fonctions sont régulées par de nombreux récepteurs

exprimés a la surface de la membrane plasmique (Figure 14).

Collagénes

Thrombine GPIb-V-IX

P1A;n5

'a /

CalDAG-GEFI  AMPC < AC

\ : PI3K
Rapib «—7F

\

Taline, kindline-3

2
Ca* . Fibrinogéne

Figure 14: Schématisation des principales voies d’activation et d’inhibition des plaquettes.AC,
adénylate cyclase ; AMPc, adénosine 3”,5’-monophosphate cyclique ; CalIDAG-GEFI, Caz and
DAG-regulated guanine nucleotide exchange factor | ; DAG, diacylglycérol ; GCs, guanylate
cyclase soluble ; GMPc, guanosine 3°,5’- monophosphate cyclique ; GP, glycoprotéine ; IP,
prostacyclin receptor ; IP3, inositol 1,4,5- trisphosphate ; NO, monoxyde d’azote; PAR,
protease-activated receptor ; PGlz, prostacycline ; PLA2, phospholipase A2 ; PLC,
phospholipase C ; RIP3, récepteurs de I’'IP3 ; STD, systeme tubulaire dense ; TP,
thromboxane/prostaglandin receptor (Levin, 2013).

L’adhérence et 1’agrégation sont assurées par des intégrines et d’autres glycoprotéines
comme le complexe GPIb-V-1X et la GPVI. Ces récepteurs déclenchent des cascades de
signalisation intracellulaires mettant notamment en jeu des tyrosine kinase et menant a
I’activation des plaquettes (Ruggeri, 2002; Varga-Szabo et al., 2008).

L’activation est amplifiée par des agonistes solubles, dont les plus importants sont I’ADP,

I’ATP, le TxA2 (thromboxane Ay) et la thrombine, qui mobilisent des récepteurs canaux ou
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appartenant a la superfamille des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux
protéines G hétérotrimériques (RCPG) (Jackson, 2011; Ruggeri, 2002).

Enfin, certains récepteurs inhibent les fonctions plaquettaires. Il s’agit de la guanylate
cyclase soluble (GCs), stimulée par le monoxyde d’azote (NO) (Landry et Gies, 2006), de
RCPG activés par la prostacycline (PGl2) (Gleim et al., 2009) ou I’adénosine (Johnston-Cox et
al., 2011), et d’immunorécepteurs contenant des domaines ITIM (Immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif) comme PECAM-1 (Platelet / endothelial cell adhesion molecule-1)
(Falati et al., 2006). Cette partie s’intéresse aux principaux récepteurs des protéines adhésives
et des activateurs solubles, a la signalisation qui leur est associée, ainsi qu’a la régulation de
leur activité par le mécanisme de désensibilisation.

3. 2 Les troubles de la fonction plaquettaire (athéro-thrombose)

L’athérosclérose constitue la premiére étape des complications athéro-thrombotiques. I
s’agit d’une maladie inflammatoire systémique chronique de la paroi des vaisseaux qui se
développe particulierement dans les arteres de gros et moyen calibre (aorte, artéres carotides,
artéres coronaires et arteres des membres inférieurs) sous I’influence de facteurs génétiques et
environnementaux (Lindemann et al., 2007). Bien que les monocytes soient impliqués dans
I’athérosclérose, il est maintenant clair que les plaquettes participent activement a toutes les
facettes de cette pathologie, soit I’initiation, la progression et la stabilité de la plaque d’athérome
(Ross, 1999 ; Huo et Ley, 2004 ; Weber, 2005 ; Nieswandt et al., 2005). L’adhésion des
plaquettes a la paroi des vaisseaux coincide avec I’expression de plusieurs molécules
d’interaction a la surface des cellules endothéliales activées, notamment ICAM-1, VCAM-1,
E-sélectine ou P-sélectine, ainsi qu’avec une sécrétion de chémokines comme MCP-1 et IL-8,
favorisant ainsi la réaction inflammatoire a I’origine du développement de la plaque d’athérome
(Gawaz et al., 2000). Suite a leur adhésion, les plaquettes sécrétent, a leur tour, plusieurs
substances inflammatoires pro-athérogéniques comme IL-13, CD40L, P-sélectine, PF4 et
RANTES qui vont participer également dans la formation de la plaque athérosclérotique
(Fuentes et al., 2015) (Figure 26).
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Figure 15 : Role des plaquettes dans la réponse inflammatoire vasculaire associée a
I'athérosclérose (Fuentes et al., 2013).

Les plaquettes, par I’intermédiaire de leur récepteur GPIba, sont également capables
d’interagir avec I’intégrine leucocytaire aMP2 (Mac-1) aux sites athérosclérotiques (Simon et
al., 2000 ; Weber, 2005), avec comme conséquence la relache de facteurs autocrines et
paracrines qui contribuent a la progression d’événements inflammatoires (May et al., 2008).
Les interactions plaquette-leucocytes se font par une reconnaissance P-sélectine plaquettaire
/PSGL-1 exprimé sur le leucocyte, entrainant une activation leucocytaire (Manka et al., 2004).
Il fut démontré d’ailleurs que le recrutement des leucocytes aux sites athérosclérotiques est
largement supérieur en présence de plaquettes adhérées a I’endothélium qu’en absence de
celles-ci (Huo et al., 2003). Finalement, les plaquettes interviennent pleinement, aprés la
rupture de la plaque, dans la thrombose vasculaire suite a I’exposition du collagéne de la matrice

sous-endothéliale, donnant ainsi naissance au SCA.

La survenue de ces complications athéro-thrombotiques pourrait généralement constituer
une source d’embolies vasculaires. En effet, a peu prés 80% des accidents vasculaires cérébraux
(AVC) sont dus a une ischémie cérébrale vasculaire (type ischémique), suite a une occlusion
artérielle, alors que seulement 20% des AVCs proviennent d’une hémorragie intracérébrale

(type hémorragique) (Feigin et al., 2003).
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Puisque la grande majorite des AVCs sont secondaires a une occlusion artérielle, les
plaquettes occupent un role central dans la physiopathologie de cette complication. Plusieurs
observations expérimentales et cliniques pointent vers I’importance des plaquettes dans la
pathogéneése des AVCs. Une présence de plaquettes activées et d’agrégats composés
principalement de plaquettes et de leucocytes dans la zone ischémique des ganglions de la base
dans un mode¢le d’ischémie/ reperfusion chez le singe a été enregistrée (Okada et al., 1994). Par
ailleurs, il a été dénoté une augmentation des concentrations plasmatiques de nombreux
composants plaquettaires, notamment le PF4 et la thrombospondine (Zeller et al., 1999). De
plus, une forte cumulation d’agrégats plaquettaires dans les artéres qui irriguent le cerveau,
telles que les carotides ont été observée (Steinman et al., 2000). En outre, I’efficacité des agents
anti-plaquettaires, tels que 1’aspirine et le clopidogrel dans le traitement et la prévention des
AVCs ne laisse aucun doute quant au role déterminant des plaquettes dans les AVCs (Stoll et
al., 2008).

4. Activité nociceptive
4.1 Ladouleur

4. 1. 1 Définition

La fonction de la douleur est un processus physiologique dont le but d’assurer la détection
des stimulations susceptibles de menacer I’intégrité physique. Cette fonction de signal d’alarme
utile a la protection de I’organisme, est assurée par le systeéme neurophysiologique décrit sous
le nom de nociception (Hirszowski, 2001). Mais a cette simple transmission du message
nociceptif de la périphérie vers les centres corticaux somato-sensibles s’ajoute une composante

émotionnelle et comportementale. D’ou le caractére complexe et multifactoriel de la douleur.

La définition actuelle de la notion de la douleur a été rendue officielle par ’'LA.S.P. : «la
douleur est I’expression d’une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée a une
Iésion tissulaire existante ou potentielle ou décrite en terme d’une telle 1ésion » (Merskey et
Bogduk, 1994). Cette définition met en évidence des mécanismes anatomophysiologiques mais
aussi d’ordre psychologique. Ainsi, il est classique de distinguer dans la notion de la douleur

trois niveaux distincts:

> La composante sensori- discriminative liée a la capacité d’analyser la nature,

la localisation, la durée et I’intensité de la stimulation nociceptive. La participation des
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structures corticales dans 1’¢laboration de cette composante et notamment le cortex
sensoriel primaire S1 a été rapportée (Schnitzler et Ploner, 2000; Almeida et al., 2004).

> La composante affective, qui confére a cette sensibilité son caractére
désagréable. La diffusion de I’information nociceptive dans des régions corticales
notamment préfrontales et limbiques en serait responsable (Dallel et al., 2003).

> La composante cognitive, a I’origine de phénomeénes comportementaux référés
a I’expérience antérieure mémorisée (réactions d’attention, d’anticipation, de fuites...). Le
réle du systéeme limbique est ici évoque (Dallel et al., 2003).

4. 1. 2 Physiologie de la douleur

Les premieres considérations envisageaient la douleur comme un message sensoriel de trés
forte intensité provoqué par la sur-stimulation des récepteurs qui, normalement stimulés,
donnent lieu a des sensations qui ont une qualité sensorielle bien définie. Cependant, lorsque
les circuits spécifiques de la nociception et les systtmes de contrdle qui modulent en
permanence le transfert de I’information aux différents niveaux du circuit de la douleur ont été
caractérises, on a commenceé a envisager le message nociceptif comme étant distinct du message
sensoriel classique. Il est également nécessaire de rappeler que la douleur représente une
modalité sensorielle complexe accompagnée de plusieurs aspects : affectifs et cognitifs et aussi
associee a des réponses neurovégétatives (Almeida et al., 2004); d’ou la complexité des
différentes voies impliquées dans la transmission du message nociceptif. Dans ce paragraphe,
nous avons décrit les différents systémes neuro-anatomiques impliqués dans la réception, le
traitement et la transmission du message nociceptif afférent; ce qui constitue des éléments

fondamentaux pour la perception de la douleur (Figure 16).
* Les voies périphériques

Le message nociceptif prend naissance a la périphérie. Il est généralement admis qu'il n’y
a pas de structure spécifique, histologiquement bien individualisée, pouvant étre qualifiée de
récepteur nociceptif. Le message nociceptif résulte de la mise en jeu de terminaisons libres
amyéliniques constituant des arborisations plexiformes dans les tissus cutanés, musculaires,
articulaires, ainsi que dans les parois des visceres. Les fibres qui vehiculent ce message sont a

conduction lente, et en général elles appartiennent aux deux groupes :

- Fibres A d: faiblement myélinisées (diametre de 1 a 5 microns). Ces fibres sont responsables

de la perception de la douleur rapide, bien localisée de type piqgare.
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- Fibres C : non myélinisées (diameétre de 0,3 a 1.5 microns), responsables de la douleur tardive,
plus diffuse de type brdlure. Les corps cellulaires des fibres afférentes primaires forment les
ganglions des racines dorsales (ganglions rachidiens) (Purves et al., 2000).

* La moelle épiniére

Les fibres afférentes primaires rejoignent la moelle épiniére par les racines postérieures.
Les fibres A-delta et C se séparent des grosses fibres tactiles pour se terminer dans les couches
superficielles (couches I-11) et profondes (couches V-VI) de la corne dorsale (Almeida et al.,
2004).

Le relais médullaire se fait alors avec deux types de neurones : les neurones nociceptifs
specifiques ne véhiculent que des stimuli nociceptifs. lls sont plus localisés dans les couches
superficielles (I et II). Les neurones nociceptifs non spécifiques, appelés aussi ‘neurones
convergents’, peuvent véhiculer a la fois des stimuli nocifs ou non. Ils sont localisés dans les
couches profondes (V) (Purves et al., 2000). Ces neurones transportent les informations venant
d’un champ récepteur cutané, viscéral, et/ou musculaire. Ceci est a ’origine des douleurs

projetées.
¢ Les Voies ascendantes

Les messages nociceptifs gagnent les centres cérébraux par la voie antérolatérale croisee
(Purves et al., 2000). Deux voies ascendantes sont impliquées dans la transmission du message

nociceptif a 1’étage supra-spinal :
* Le faisceau spino-thalamique (FST)

Chemine au niveau du cordon antéro-latéral de la moelle. Les fibres du FST sont des fibres
A-delta, et se projettent dans le thalamus latéral, puis dans le cortex sensitif (voie de la

sensation).
* Le faisceau spino-réticulo-thalamique (FSRT)

Chemine aussi au niveau du cordon antérolatéral de la moelle. D’autres faisceaux ont été
également caractérises. Citons le faisceau spino-reéticulaire qui envoie les informations de
facon controlatérale mais également ipsi-latérale en direction des noyaux gigonto-cellulaires et
réticulaires latéral du tronc cérébral. Le faisceau spinoponto-mésencephalique projette

essentiellement sur la substance grise périaqueducale et I’aire parabrachiale. Enfin, un faisceau
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spino-hypothalamique qui projette directement sur I’hypothalamus a été récemment décrit
(Brooks et Tracey, 2005).

- Les centres supérieurs Il n'existe pas dans le cerveau qu’un seul site spécialisé dans la douleur.
Les trois principales cibles des messages nociceptifs sont la formation réticulée bulbaire, le

mésencéphale et le thalamus latéral (Willis et Wislund, 1997).

- La formation réticulée bulbaire est la plaque tournante de multiples systémes : nociception,
vigilance, régulation cardiovasculaire et respiratoire, motricité ; c'est aussi le site d'origine de
faisceaux descendants bulbospinaux qui modulent la transmission spinale des messages

nociceptifs (Guirimand et Le Bars, 1996).

- L'aire parabrachiale et la substance grise périaqueducale recoivent des informations
nociceptives qui sont ensuite transmises vers I'amygdale et I'hypothalamus ; ceci peut étre en
rapport avec I'émotion, la peur et le stress liés a la douleur (Guirimand et Le Bars, 1996). En
effet, des études ont démontré que le noyau central de I’amygdale est impliqué dans le
comportement associé a la peur et aux réponses somatomotrices provoquées par le stimulus
nocif. De méme, plusieurs noyaux hypothalamiques sont également impliqués dans ces

réponses comportementales (Aboufatima et al., 2002 ; Price, 2002).

- Le thalamus recoit directement ou indirectement les messages nociceptifs intégrés a I'étage
spinal. C’est principalement dans le noyau ventro-posteréo-lateral du thalamus que sont
projetées les afférences nociceptives et de la vers le cortex somato-sensoriel primaire et
secondaire (S1 et S2). Ces derniers représentent un site critique pour la composante sensori-
discriminative de la douleur (Price, 2002).
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Figure 16 : Les différentes voies impliquées dans la transmission du message nociceptif
(D’aprés Meunier et al., 2004).

4. 1. 3 Systemes de contr6le de la douleur

Les voies nociceptives afférentes, relativement spécifiques, sont en permanence modulées
par des systemes régulateurs, essentiellement inhibiteurs, au niveau de leurs divers relais du
systeme nerveux central (corne dorsale spinale, tronc cérébral, thalamus...). Cette modulation
s’exerce par I’intermédiaire des informations sensorielles non douloureuses et des structures
supra spinales. Divers contrdles excitateur et inhibiteurs modulent la transmission des messages
nociceptifs.

On distingue :

e Controle segmentaire: controle de la porte (Théorie de Melzacketwall)
Le ler niveau d’intégration s’effectue au niveau de la corne dorsale de la moelle qui représente
un siége important de la modulation du message nociceptif. Elle réalise un véritable filtre ou
convergent de nombreux mécanismes modulateurs sur I'entrée des afférences nociceptives dans

la moelle spinale.
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Il existe une interaction segmentaire entre les fibres periphériques de gros calibres A 3 qui
véhiculent des messages tactiles et les fibres amyéliniques C chargées des messages nociceptifs
(Guirimand et Le Bars, 1996). Cette théorie appelée ‘gate control’ montre que 1’activation des
fibres sensitives cutanées de gros diamétre est responsable de I’inhibition de la transmission des
fibres nociceptives de la corne postérieure (Queneau et Ostermann, 2004) (Figurel7). Ainsi
s'explique le soulagement induit par stimulation tactile aprés une douleur dans le méme

territoire cutané.

Inhibition segmentaire (come postérieure de la moelle)

“Burdach *

Goll

Tact
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Figure 17 : Théorie de la porte ‘gate control’ (D’aprés Payen et al., 2001)

e Les contr6les d'origine supraspinale

Le contrdle de la douleur s’exerce au niveau du tronc cérébral par des voies descendantes
qui inhibent la transmission spinale des messages nociceptifs. La substance grise péri-
aqueducale (SGPA), le noyau du raphé magnus (NRM), I'aire parabrachiale, le locus coerulérus
et ’hypothalamus y sont impliqués locus coeruléus et 'hypothalamus y sont impliqués (Brooks
et Tracey, 2005). La sérotonine et la noradrénaline jouent un réle prépondérant dans ces
contrdles. Ils mettent aussi en jeu des opioides endogenes (ou endomorphines) qui se fixent aux
récepteurs opioides. Un autre systeme de contrdle a été décrit. Ce mécanisme, appelé Contréle
Inhibiteur Diffus induit par la stimulation Nociceptive (CIDN) pourrait avoir comme role celui
d’un filtre chargé de détecter le caractere nociceptif des messages en inhibant 1I’ensemble des
activités de base des neurones spinaux faisant ainsi ressortir le signal nociceptif par rapport au
bruit de fond. Ainsi, la survenue d'un message nociceptif entraine l'inhibition des autres

neurones a convergence de la moelle via I'activation d'une boucle spino-bulbo-spinale passant
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par le noyau sub réticularis dorsalis et les cordons dorsaux (Danziger et al., 1999). Les CIDN

permettent aussi d’expliquer que de deux douleurs, la plus forte inhibe la plus faible.

4. 1. 4 Controles neurochimiques de la douleur

La transmission, la modulation, la perception du message nociceptif sont la résultante de
la libération de nombreuses substances biochimiques, les unes excitatrices, les autres
inhibitrices (College Enseignants Neurologie, 2005).

Au niveau péripherique, la lésion tissulaire provoque la synthése des médiateurs
inflammatoires eux méme algogenes. Ces médiateurs sont multiples (bradykinine, sérotonine,
histamine, ions potassium et hydrogéne) et regroupés sous le vocable de “soupe inflammatoire”.
Ils modifient la perméabilité aux ions des canaux membranaires des récepteurs nociceptifs et
abaissent leur seuil de déclenchement par des mécanismes de transduction (hyperalgésie
primaire) (Queneau et Ostermann, 1998). Ainsi, la sensibilisation des nocicepteurs traduite par
I’hyperalgie périphérique correspond a un seuil d’activation plus bas, une latence diminuée, des
réponses aux stimuli non nociceptif ‘allodynie’ voire une activité spontanée des nocicepteurs.

De leur part, les terminaisons libres des nocicepteurs libérent des agents vasodilatateurs
capables d’augmenter la perméabilité vasculaire et, par conséquent, la fuite plasmatique. Apres
stimulation nociceptive, I’influx nerveux se propage non seulement vers la moelle mais aussi
de fagon antidromique, vers les autres terminaisons libres de la méme fibre qui vont a leur tour
libérer des peptides dont la substance P ou le CGRP. Il en résulte une dégranulation
mastocytaire et une libération d’histamine et de sérotonine responsables de 1’inflammation
neurogéne (Besson, 1997). D’un autre c6té, ’importance des cytokines pro-inflammatoires
dans la genése et la persistance de la douleur ne cesse de s’affirmer. Ainsi, des travaux ont
montré que la libération de nombreux médiateurs ‘hyperalgiques’ est secondaire a la mise en
jeu de cytokines pro-inflammatoires telles que les interleukines 1, 6 et 8 (1l-1aet 3, 11-6, 11-8) et
le TNF a (Tumor Necrosis Factor) (Meunier et al., 2004).

La corne dorsale de la moelle doit étre considérée non seulement comme une plaque
tournante des informations mais également comme une véritable usine biochimique,
caractérisee par une concentration importante de substances excitatrices et inhibitrices,
intervenant dans les processus de transmission et de filtrage de I’information nociceptive. Au
niveau spinal, les principaux neurotransmetteurs qui véhiculent les informations entre les
afférences nociceptives et les neurones nociceptifs sont les acides aminés excitateurs (aspartate,

glutamate) et les neuropeptides (substance P, CGRP, VIP...).
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La substance P et le glutamate semblent jouer un réle primordial dans la transmission du
message nociceptif jusqu’aux couches profondes, point de départ du faisceau spinothalamique
(Fundytus, 2001; Riedel et Neeck, 2001 ; Herpfer et Lieb, 2003).

En plus de leur role de transmission, ces neuromédiateurs provoguent une sensibilisation des
neurones convergents responsables de 1’hyperalgie secondaire.

Ainsi, les antagonistes des acides aminés excitateurs ont des propriétés anti-
hyperalgésiantes, c’est le cas du paracétamol, sulfate de magnésium, le dextrometorphan et la
ketamine. De méme, une nouvelle approche thérapeutique tente d’employer des antagonistes
synthétiques des récepteurs de la bradykinine, substance P et NMDA dans le traitement de la
douleur (Besson, 1997).

D’un autre coté, les contrdles inhibiteurs descendants agissent sur les neurones convergents
en libérant des amines biogenes dont la sérotonine, noradrénaline et dopamine. De ce fait, les
antidépresseurs tricycliques exercent leur effet antalgique en augmentant la quantité de ces
amines biogénes présentes dans ces synapses. Enfin, on trouve dans la corne postérieure de
grandes quantités d’enképhalines et de dynorphines, qui font partie des opioides endogenes
(Toll et al., 1994). Le systéme opioide a fait ’objet de trés nombreuses études depuis la
découverte des récepteurs opioides. Les opiacés comme les opioides endogenes sont des
agonistes des récepteurs opioidergiques. Il existe au moins trois sous types bien connus de ces
récepteurs : mu, delta et kappa dans le systéme nerveux des mammiferes (Reisine et Bell, 1993).

Ces récepteurs sont localisés aussi bien au niveau périphérique (terminaisons des fibres
afférentes primaires) qu’au niveau spinal (corne postérieure de la moelle) et supra spinal (tronc
cérébral, thalamus, systeme limbique). lls appartiennent a la famille des récepteurs qui sont
ancrés dans la membrane plasmique par sept segments hydrophobes et sont couplés a la protéine
G (Charles et Hales, 2004). Leur activation induit une inhibition de 1’activité de 1’adénylate
cyclase et donc une réduction de la concentration intracellulaire du second messager (AMP
cyclique), une modulation de la conductance de certains canaux ioniques (Ca%*, K*) dont la
perméabilité regle la polarisation des cellules et une régulation de la libération de divers
neurotransmetteurs (substance P).Les peptides opioides endogénes sont divisés en trois
catégories lesquelles sont issues de trois molécules précurseurs bien différentes. Citons en
premier les enképhalines qui sont des peptides constitués de cing acides aminés et qui sont
synthétisés a partir d'une molécule précurseur appelée la proenkephaline A. En second lieu, il
y a les endorphines, lesquelles pour leur part tiennent leur origine de la pro-opiomélanocortine
(POMC).
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La troisiéme catégorie de peptides opiacés est représentée par la dynorphine qui est issue
de la molécule pro-dynorphine (pro-DYN). Les enképhalines se lient de facon préférentielle
aux récepteurs opiacés de type dmais posseédent également une affinité appréciable pour les
récepteurs opiacés de type p (Vion-Dury et Cupo, 1988). Quant aux endorphines, leur
distribution dans le SNC s'avere moins importante que celle des enképhalines.

Les endorphines se lient avec une tres grande affinité aux récepteurs opiacés de type p,
mais possedent également une bonne affinité pour les récepteurs opiaces de type & (Cox, 1982).
Les molécules de dynorphines, pour leur part, peuvent se lier aux trois types de récepteurs
opiacés, mais avec une affinité beaucoup plus grande pour les récepteurs opiacés de type «
(Cox, 1982).

5. Activité antidépressive
5. 1 Données générale sur la dépression

De trés nombreux liens unissent les concepts de dépression et d’affectivité. En tant que
symptdme, la dépression représente en effet un trouble affectif ou, plus précisément, selon la
définition de Pichot « une modification pathologique de la variété normale de I’humeur qui est
la tristesse ». En tant que syndrome et/ou en tant que maladie, la dépression est habituellement

liée a I’existence d’un trouble de I’humeur (Féline et al., 1991).

Le mot « dépression » est utilisé également pour qualifier un grand nombre d’états de
I’humeur qui peuvent étre soit normales, soit pathologiques. Ainsi, la dépression peut constituer
une humeur ou sentiment normal, un symptéme dans le cas ou la dépression est une forme de
réaction au stress ou une réaction secondaire des patients avec des problemes organigues ou
psychiatriques et enfin un trouble psychopathologique ou syndrome, comme par exemple le
trouble dépressif majeur, le trouble dysthymique ou les troubles bipolaires, qui se classent aussi
bien selon la CIM-10 (World Health organization, 1993) que selon le DSMIV (American
Psychiatric Associations, 1994) dans des troubles de ’humeur. Par le terme « Troubles de
I’humeur » ou jadis « Troubles Affectifs » on se réfere a un nombre de situations clinique dont
la caractéristique principale est le trouble de I'humeur qui est suivi par des difficultés
cognitives, psychomotrices, psychophysiologiques et interpersonnelles (Kleftaras, 2004).

Bien que la dépression soit un phénomene relativement fréquent, sa définition n’est pas
facile. Méme les spécialistes ne sont pas d’accord sur sa nature, c’est a dire s’il s’agit d’un

phénomene biologique ou psychologique. Néanmoins, il y a unanimité sur un point : la
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dépression se présente comme une caractéristique de la nature humaine, depuis la tristesse
passagere jusqu’a la dépression profonde. En général, la dépression pourrait se définir comme
une situation de tristesse pathologique qui est accompagnée par une baisse considérable du
sentiment de valeur personnelle et par la douloureuse prise de conscience du ralentissement des
opérations mentales psychomotrices et organiques. Faute d’une définition générale acceptable
et fonctionnelle, la dépression se définit surtout par ses manifestations psychologiques,
comportementales, cognitives et biologiques (Kleftaras, 2004). Dans la dépression, il y a une
inhibition du désir, inintérét pour agir, la vie devient monotone et grisatre d’ou résulte le repli
sur soi. A coté de cette altération de I’humeur, on rencontre aussi des symptomes sur le plan
somatique.

Parmi, ces derniers, les troubles psychomoteurs qui ont été abordé par de nombreuses
études (Dantchev et Widlocher, 1998; Lemke et Hess, 1998; Schrijvers et al., 2008). Selon
Schrijvers et ses collaborateurs (2008), le ralentissement psychomoteur est un symptéme
constant et constitue probablement le symptdéme central de la dépression. Des troubles de la
prise alimentaire se traduisant généralement par anorexie associée a une perte de poids et des
troubles du sommeil (insomnie) sont fréqguemment décrits chez les déprimés au point méme de
constituer des éléments de diagnostic clinique (Kupfer et Thase, 1983 ; Spitzer et al., 1985). A
c6té de ces troubles majeurs, on a aussi noté une élévation des seuils nociceptifs (hyperalgésie)
(Davis et al., 1979; Becker et al.,2007 ; André et al., 2008) et un ralentissement du transit
intestinal (constipation) chez les déprimés. Malgré de nombreuses données laissant a penser
que la plainte douloureuse est accrue chez des patients anxieux ou dépressifs, les mécanismes
sous-jacents aux liens entre douleur et dépression ou anxiété ont été, jusqu’a présent, tres peu
étudiés (André et al., 2008). De nombreux travaux ont montré également que certaines
fonctions cognitives sont altérées précocement et parfois de maniére importante dans la
dépression, entrainement une baisse de I’efficience intellectuelle (Watts et al., 1988, 1990;
Golinkoff et Sweeney, 1989; Watts, 1993; 1995; Fossati et Allilaire, 2001; Peretti et Ferreri
,2006). En effet, Fossati et Allilaire (2001) avaient rapporté que les déprimés souffrent
fréquemment, sinon constamment d’une perturbation des processus mnésiques. Lemelin et
Baruch, (1998) ont rapporté 1’existence d’un déficit de vigilance chez les déprimés.

L’impossibilité pour un sujet déprimé d’effectuer correctement une tache requérant un
effort cognitif, résulterait de la faiblesse des ressources cognitives mobilisables dans la
dépression et du manque de motivation génerale prévalant (Watts et al. 1990 ; Austin et al.,
2001). Sur le plan endocrinien, plusieurs anomalies ont été décrites. En effet, une hyperactivité
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du systéme hypothalamo-hypophyso-surrénalien au cours des syndromes dépressifs semble
objectivée par plusieurs études (Carroll, 1978 ; Zerssen et Doerr, 1980). Cette hyperactivité
s’exprime par une augmentation des corticostéroides et du cortisole plasmatique (Steiger et
Holsboer, 1997), par une élévation du taux du cortisole dans le liquide céphalo-rachidien ainsi
par I’altération du rythme circadien du cortisole (Shopsin et Gershon, 1971; Sachar et al., 1973
; Gold et al., 1980). On note également une perturbation du systeme hypothalamo-hypophyso-
thyroidien se traduisant par une diminution de la réponse de la T.S.H. (Thyroid-stimulating-
hormone) a ’administration de T.R.H. qui pourrait étre reliée aux taux de cortisole chez les
déprimés (Carroll, 1978). Des troubles de sécrétion de la prolactine (Halbreich et al., 1979), de
I’hormone de croissance (GH) (Garver et al., 1975) et de ’hormone lutéotrope (LH) (Brambilla
et al., 1978) ont également été noté chez les malades déprimés. Une diminution des métabolites
des amines a été signalée par plusieurs auteurs. Dans 1’ensemble, les altérations endocriniennes
mises en évidence ne semblent pas résulter d’un mauvais fonctionnement hypophysaire mais
des anomalies fonctionnelles hypothalamiques, avec une dépendance possible des monoamines
cérébrales. Fuller, (1990) avait montré I’implication de la sérotonine dans la régulation de la
sécrétion des hormones endocriniennes. Ces données sont en faveur d’une implication des
neurones aminergiques dans la dépression.

En effet, plusieurs études ont montré que, chez certains déprimés, il y a une réduction des
métabolites des amines, traduisant un hypofonctionnement des neurones aminergiques. Van
Praag et Korf, (1971) ; Asberg et al., (1976) ont montré que la concentration de la SHIAA dans
le liquide céphalo-rachidien (L.C.R.) est abaissée chez certains déprimés et que son
accumulation dans le L.C.R. sous probénécide, est diminuée. Selon Asberg et ses collaborateurs
(1976) il y a une corrélation inverse entre le taux de 5 HIAA et la gravité clinique. En d’autre
terme, les sujets avec les taux les plus bas ont les taux de suicides les plus marqueés. Cependant,
ces résultats restent équivoques dans certains cas, ou on n’a pas constaté d’abaissement notable

des métabolites de la sérotonine chez les déprimés suicidaire.
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Chapitre Il : Enquéte
ethnopharmacologique sur I’utilisation de
Rubia tinctorum en medecine traditionnelle

a Marrakech et ses réegions
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I. Introduction
Les médicaments a base de plantes occupent une place trés importante dans la culture

et les traditions des peuples en générales et des africains en particulier. Les pratiques de la
médecine traditionnelle varient grandement d’un pays a 1’autre et d’une région a I’autre. Elles
sont influencées par des facteurs connus: la culture, I’histoire et les philosophies personnelles
mander, 1998). Selon 'OMS, prés de 80% des populations des pays en voie de développement
de larégion d’ Afrique ont recours a la médecine traditionnelle (OMS, 2000). En effet, le recours

a la médecine traditionnelle, alternative ou complémentaire est di a diverses raisons telles que :

— le colt relativement faible des plantes medicinales par rapport aux meédicaments
conventionnels,

— la disponibilité mais aussi 1’accessibilité de ces plantes surtout dans les régions les plus
éloignées et au sein des populations les moins favorisées,

— la résistance aux médicaments et la méfiance envers les produits de synthése et leurs effets
secondaires indésirables,

— I’envie de consommer « bio » et de profiter des effets bénéfiques sur la santé,

— I’existence de maladies pour lesquelles il n’y a pas de traitement pharmaceutique efficace
(Bentahar, 2016).

Au Maroc, les plantes médicinales restent largement employées quoique de maniére
empirique; la médecine traditionnelle marocaine trouve ses racines dans la médecine arabo-
berbere classique, a laquelle se sont ajoutées des innovations apportées par les populations
locales (Bellakhdar, 2006). Le savoir thérapeutique traditionnel marocain est ainsi
organiquement arabo-berbére dans sa constitution, avec également une contribution africaine
et andalouse (Bellakhdar, 2006). Par ailleurs, le Maroc, étant un carrefour géographique ou
coexistent plusieurs types de bioclimats et ou les niveaux de la pluviométrie sont trés variables,
connait le développement d’une flore diversifiée avec un taux d’endémisme végétal assez €levé
a I’échelle de la région méditerranéenne (Bellakhdar, 2006). De plus, le climat tempéré qui
régne au pays a permis I’acclimatation de nombreuses plantes allochtones (Rhafouri et al.,
2014). Aujourd’hui, on compte environ 42000 espéces et sous especes végétale au Maroc, dont
800 sont a usage medicinal (Belkhdar, 2006). En outre, le Maroc a toujours été un carrefour
humain, accueillant des populations d’origines diverses, venues avec leurs traditions et leurs

savoirs ethnobotaniques (Scherrer et al, 2005).
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L’usage de la médecine traditionnelle pour résoudre les problemes de santé, est
largement répandu, mais la plupart du temps la prescription et 1’utilisation de cette dernicre
n’est pas réglementée (Pharmacopée Marocaine : en cours d’élaboration DMP), de sorte qu’il
y a toujours le danger de mauvaises prescriptions ou utilisations excessive des plantes (Fennell
et al., 2004).

RT, communément appelée (El Foua ou Taroubya) est une plante tres utilisée par la
population marocaine pour le traitement de diveres pathologies en autre I’ictére et 1’anémie
(Eddouki et al., 2002 ; Ziyyat et al., 1997 ; Bellakhdar, 2006).

A Marrakech et ses régions, le recours a cette plante est largement répandu, et plusieurs
remédes a base des racines de RT, utilisés individuellement ou en combinaison sont tres
recommandés par les herboristes et les tradi-thérapeutes pour soigner les atteintes hépatiques et
le syndrome anemique.

A la lumiere de ces données, nous avons mené une enquéte sur les utilisations traditionnelles

de RT par la population locale de Marrakech afin de :

» Rassembler les informations relatives a I’utilisation culinaire et thérapeutique des

racines de RT, dans cette région.

» Approfondir les connaissances sur son usage pour le traitement des affections

hépatiques et autres pathologies.

» Faire des études expérimentales en vue d’apporter la preuve scientifique aux allégations

culturelles.
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I1- Matériels et méthodes

1. Zone de ’enquéte
Notre enquéte s’est déroulée dans la Wilaya de Marrakech-Safi et EI Haouz. Cette ville

compte environ 1 209 000 habitants (recensement de 2014) répartis sur une superficie de 230

km?. La densité de la population atteint les 5257 habitants/Km?.

Marrakech bénéficie d’un climat semi-aride. Elle est située loin du littoral et ne bénéficie
pas de ce fait de I’influence modératrice de I’océan. Les températures sont caractérisées par un
important écart thermique entre le jour et la nuit.

En été, les apres-midi sont torrides avec des températures avoisinant souvent les 40°C a
I’ombre; alors qu’en hiver, les nuits sont souvent froides. En fin d’été, la ville peut étre sujette
a de violents orages. Le climat de la zone, caractérisé par son irrégularité, est semi-aride, avec
une pluviométrie relativement faible. La moyenne des précipitations est de 281 mm par an, la
température moyenne annuelle est de 20 °C et I'ensoleillement annuel y est d'environ 280 jours
(Choukrani et al., 2018).

2. Période et déroulement de I’enquéte
L’enquéte a été réalisée du mois de Mars a Juin 2015. Elle a été menée aupres de

professionnels des plantes médicinales (thérapeutes traditionnels, herboristes) et aupres de
simples utilisateurs. L’enquéte a ét¢ accomplie dans la préfecture de Marrakech et de la
province d’ AL Haouz, mais particulierement dans les souks de I’ancienne médina, dévolus a la

vente des plantes médicinales.

Cette étude a été réalisée au niveau:

> 8 stations a Marrakech: Rehba lakdima, Mellah, Bab el khémis, Bab doukkala,
M’hamid, Massira, Daoudiat, Sidi Yousef Ben Ali (Figure 18).

» AL Haouz: Ait-Ourir, Ourika, Tahnaoute, Amezmiz (Figure 19).
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Figure 18 : Les stations concernées par 1’enquéte ethnopharmacologique a Marrakech

(Prise de Google Maps)
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Figure 19 : Les stations concernées par 1’enquéte ethnopharmacologique aux régions de
Marrakech (prise de Google Maps)

3. Outils de I’enquéte
Les informations sur 1’usage thérapeutique de RTont ¢été collectées a I’aide d’un
questionnaire a travers des conversations avec les herboristes, des femmes au foyer ainsi que
des simples utilisateurs en utilisant le dialecte marocain (darija). Chaque répondant a été
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interrogé individuellement. Le questionnaire de cette enquéte a été voulu volontairement simple
et court afin qu’il soit réalisable en temps réel, tout en restant fidéle aux objectifs de 1’étude.
Un questionnaire trop long découragerait immédiatement le potentiel sujet, qui y associe

directement une perte importante de son temps.

La fiche du questionnaire (Annexe 1) comportait une partie concernant la personne
interrogée (sexe, age, profession / utilisation, etc) et une partie relative aux informations sur la
plante. La fiche du questionnaire est aussi divisée en 4 parties permettant de récolter des
informations  sociodémographiques, ethnopharmacologiques,  pharmacologiques et

toxicologiques de la plante.

4. Technique d’échantillonnage
Nous avons interrogé 116 praticiens. Lors de I’interview, des précisions ont été recherchées

sur la connaissance des affections hépatiques, 1’identification de la plante, les parties utilisées,
les modes de préparation, les voies d’administration, la durée du traitement. La posologie et les

effets secondaires.

5 Traitement des données
Les données enregistrées sur les fiches d’enquétes ont été ensuite traitées et saisies sur le

logiciel Excel. Des analyses univariées ont été effectuées sur toutes les variables qualitatives
citées dans le questionnaire. Ainsi, les variables sont décrites en utilisant les effectifs et les
pourcentages. Les informations ethnopharmacologiques rassemblées ont été reportées sur des

fiches questionnaires et traitée pour obtenir des données suivantes:

- Données sociodémographiques,
- Données ethnopharmacologiques,
- Données pharmacologique,

- Données toxicologique.
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I11. Résultats

1. Données sociodémographiques

L’enquéte ethnopharmacologique sur RT a été meneée sur le terrain aupres de 116 personnes
dont 32 hommes et 84 femmes (ratio H/F = 0,38). La population majoritaire (n=83) est issue de
la zone urbaine, contre (n=34) issues de la zone rurale (Figure 20).

L’age de la population enquété supérieure a 41 ans détient un pourcentage de 54.4% contre
29.3% pour ceux qui font partis de la tranche d’age comprise entre 31et 40 ans. La population

jeune (inf. a 30 ans) occupe la troisieme position avec un pourcentage de 16.3% (Tableau 2).

Parmi les personnes interviewees, il y avait 28% des herboristes, 54% de femmes au foyer

qui étaient a la fois prescriptrices et consommatrices et 18% étaient des utilisateurs (Figure 21).

Concernant le niveau académiques, 42% de la population n’était pas scolarisée, les 37%
restant se répartissaient entre une scolarisation primaire et secondaire et seulement 20% de la
population enquétée avaient des d’études supérieurs (Figure 22).

Hfemme ® homme

64%

91%
25%

Pourcentage (%)

11%

S E

Douar Village Ville

Localité

Figure 20 : Répartition des données démographiques selon la localité et le sexe

54



Tableau 3: Profile d’age de la population enquétée

Profile d’age Pourcentage
- Inf.a30ans 16.3%

- 31-40ans 29.3%

- Supadlans 54.4%

Etudiants

Professeur

Femme de ménage _ Fonctignnaire
3%

50

Figure 21 : Répartition des données démographiques selon la profession

Figure 22 : Répartition des données démographiques selon le niveau académique

2. Données ethnopharmacologiques
Les résultats ethnopharmacologiques ont montré que 67% de la population enquétées

utilisent RT seule tandis que 33% la combiné avec d’autre plantes (Figure 23).
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Figure 23:Répartition d’utilisation de la plante

La racine est la partie la plus utilisée a raison de 54% pour le traitement des atteintes
hépatique ainsi le syndrome anémique, suivies des feuilles et fleurs (10%). Les autres organes

de la plante a savoir tige, graines, écorce et fruit sont relativement moins utilisées (Figure 24).

Plante entiére
3%

Fruit

9%
Fleure

Ecorce 10%

2% graines

5%

Figure 24 : Répartition de plante en fonction des parties utilisées

Le mode de préparation le plus recommandé, la plante est souvent préparée sous son état
cru 78%. La décoction et la cuisson viennent en seconde lieu (7%).Concernant les autres modes

(macération et infusion) sont rarement sollicités (3 et 5%) (Figure 25).
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Figure 25 : Répartition des différents modes de préparation de RT

RT est avalée sous forme de poudre (87%) mélangées soit avec la soupe blanche ou bien

pétrit avec le pain (Figure 26).Plusieurs recettes de préparation ont été recensées, le tableau 3

présente les recettes les plus utilisé (Tableau 4).

W Tisane
W Poudre

Figure 26 : Répartition des données pharmacognosiques selon le mode d’emploi
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Tableau4 : Répartition des différentes recettes réputées efficace contre certaines pathologies

Mode de . . I Mode Nombre de
. . Affection Parties utilisées L .
préparation administration recettes
Etat cru Ictere Racine Avec la soupe 1
Etat cru Probflgirge de Racine Avec la soupe 1
Etat cru Anémie Racine Avec la SOupe 2
Avec le pain
Etat cru constipation Racine Boisson 1
Etat cru Epigastralgie Plante entiére Boisson 1
Etat cru Calculs rénaux Racine Avec !a soupe 2
Boisson

3. Données pharmacologiques
D’apres la population enquétée, les doses utilisées sont généralement exprimées en cuillere,

en poignée ou en pincées. Une cuillere a peu pres (5 a 15g) (97%) c’est la dose la plus

administree par voie orale (Figure 27).

97%

Quantité utilisée

i cuillére
H poignée

M pincee

1% 2%

s i

oral massage rincage

Mode d'administration

Figure 27 : Répartition des différents modes d’administration de la plante selon la dose.
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La durée du traitement est généralement jusqu’ a la guérison (56,90 %), c’est-a-dire jusqu’a
la disparition des symptémes. Le nombre de prise par jour le plus recommandé ¢’est 1 fois /jour
(Figure 28).

100%
90% I
80% I
70% |
—
=
s 60% | 56,90%
=
=P La durée du traitement
= 50%
3 H une semaine
S 40% H un mois
~ i jusqu'a la guérison
30%
20% 18,97%
o
10%
1,72% 0,86° 1,72%
0% 1 JE— ! » i ,
une fois /jour deux fois/jour trois fois /jour

Figure 28 : Répartition de la durée du traitement selon le nombre de prise par jour.

4. Données toxicologiques
96% de la population enquété en rapporté que la plante n’est pas toxique contre 4%.
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IV Discussion
Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales utilisées

en médecine traditionnelle Marocaine. Il s’intéresse en particulier a 1’étude des propriétés
pharmacologiques, toxicologiques et biologiques des racines de Rubia tinctorum (RT) afin de

lui attribuer un caractere scientifique et d’en faire un usage rationnel en médecine moderne.

Parmi les objectifs de notre travail, nous nous sommes fixés au début sur une évaluation
qualitative et quantitative de la composition phytochimique des extraits éthanolique, acétate
d’éthyle et butanolique des racines de RT. Par la suite, une étude toxicologique a été réalisée
dans le but de définir le seuil toxique ainsi que mettre en évidence I’impact de la consommation
de la plante sur I’organisme a court et a long terme. Finalement les travaux pharmacologiques
ont été réalisés afin d’élucider les activités antioxydante, hépatoprotectrice, anti-lithiasique,

antiagrégant plaquettaire, antinociceptive et antidépressive de certains extraits de RT.

La connaissance des usages des plantes médicinales et leurs propriétés est genéralement
acquise suite a une longue expérience, accumulée et transmise d’une génération a 1’autre
(Mehdioui et kahouadji, 2007). RT ou (EI Foua) est une plante tres utilisée par la population
marocaine et particulierement la population locale de Marrakech pour le traitement de divers
pathologies entre autre l’ictére et I’anémie (Eddouki et al., 2002 ; Ziyyat et al., 1997 ;
Bellakhdar, 2006).

Notre enquéte ethnopharmacologique a révelé que les hommes et les femmes sont
concernés par la medecine traditionnelle. Cependant, les femmes utilisatrices ont un peu plus
de connaissances sur 1’effet thérapeutique par rapport aux hommes (73% versus 27%). D’une
part ceci pourrait étre traduit par une faible pratique des hommes de la médecine traditionnelle.
D’autre part, les femmes semblent détentrices du savoir thérapeutique traditionnel (Mehdioui
et kahouadji, 2007).

En ce qui concerne 1’age de la population, les personnes dont 1’age est supérieur a 41 ans
qui détiennent des connaissances endogénes (54.4%) sont nombreuses par rapport a la
population jeune (16.3%). Wang et al., (2015) et Mpondo et al., (2012) ont rapporté des
résultats similaires que le savoir ancestrale est détenu par les personnes agées de 50 ans et plus.
Cette inégale répartition des connaissances suivant le sexe et 1’age pourrait conduire a une
érosion des connaissances en matiére de la sauvegarde et de la conservation des valeurs

endogenes surtout que ce n’est qu’une frange de la population qui la détient.
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Le taux d’analphabétisme, relativement élevé 42%, peut constituer un autre obstacle au
développement de la pratique de la médecine traditionnelle. C’est pourquoi, le fait de constater
un pourcentage des praticiens ayant un niveau universitaire égal & 20% est tres positif car cela
pourrait faire évoluer ce domaine et faire en sorte qu’il y ait un jour au Maroc, une médecine
traditionnelle a I’image d’autres mode¢les tel celui de la médecine traditionnelle chinoise. Certes,
cela demande aussi I’implication d’autres compétences, pharmaciens, médecins et pouvoirs
publiques pour arriver a la mise en valeur de cette richesse ancestrale qui, malheureusement,
encourt le risque de pulvérisation.

Les résultats pharmacognosique ont révélé que 67% de la population enquétée utilisent RT
seule tandis que 33% la combinent avec d’autre plantes. La racine c’est 1’organe qui est
fortement exploitées (54%) vu son prix intéressant sur le marché et aussi sa disponibilité tout
au long de I’année. Ces résultats sont proche de celui de Okello et al., (2010) qui ont trouvé que
47% des recettes thérapeutique a base des plantes médicinales en Kenya utilisent les racines

Vue sa richesse en principe actifs.

Le recours a I’utilisation des racines séchées sous 1’état cru (78%) est le mode d’emploi le
plus recommandés par la population enquétée. Elle est généralement consommée en deux
recettes soit la poudre mélangées avec la soupe blanche (87%) ou bien pétrie avec le pain. Ce
mode de préparation pourrait étre le mode le plus efficace, vue que la plante est utilisée sous
son état cru ce qui préserves les principes actifs contenus dans cet organe. Benlamdini et al.
(2014) ont montré que la décoction des plantes dans 1’eau, le lait ou le thé pendant 15 a 20
minutes pourrait détruire certains principes actifs des especes utilisées, tandis que Daoudi et al
., (2016) ont rapporté que ce mode de préparation est plus efficace, il permet I’extraction et

’assimilation des principes actifs tout en réchauffant le corps et en désinfectant la plante.

D’apres notre étude, le mode d’administration le plus utilisé est effectuée par voie orale
avec genéralement une dose exprimée en cuillére a café ou a soupe (97%) une fois par jour. la
durée du traitement est généralement jusqu’a la guérison (disparition des signes cliniques). Ces
résultats présentent quelques similitudes avec certains travaux antérieurs Belkhader et al.,
(2006) qui avaient aussi mentionné que la voie d’administration le plus fréquemment utilisée

c’est la voie orale, car c’est la plus pratique et la moins cotiteuse.
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Par ailleurs, et d’apres les informations recueillies, 96% de la population enquétée ont
rapportés que la plante n’est pas toxique (Toxicité aigiie). C’est-a-dire aucun effet indésirable

(diarrhée, hémorragie, troubles du rythme cardiaque) n’a été déclarée.

Les résultats obtenus constituent une source d’information trés importante a exploiter pour
I’élaboration d’une pharmacopée nationale des plantes medicinales Marocaine. Des études
phytochimique, toxicologique et pharmacologique sur cette plante seront réalisées au cours de

ce travail dans le but d’une validation scientifique des usages traditionnels de RT.
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Chapitre 111 : Etude phytochimique
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I-Introduction
RT est une plante utilisée, depuis des millénaires comme source de couleur rouge pour

la teinture des textiles, en cosmétologie, dans les aliments comme additifs et aussi en tant que
drogue dans de nombreuses vertus thérapeutiques. Elle est trés répandue dans le monde et
particulierement en Europe, en Asie et en Afrique du nord (Derksenet Van Beek, 2002). RT a
fait ’objet de nombreux travaux (Karim et al., 2010 ; Sharifzadeh et al., 2014 ; Prasad et al.,
2007 ; Mehrabian et al., 2000 ; Kalyoncu et al., 2006 ; Lajké et al., 2015) visant la
caractérisation de ses constituants phytochimiques. Ces études ont mis en évidence sa richesse
en dérivé anthraquinoniques comme 1’alizarine, lucidine et I’acide ruberythric (Derksen, 2001).
Toutefois, la caractérisation quantitative et qualitative des polyphénols des extraits des racines
de RT demeurent une tache trés intéressante et utile. C’est pour cela que nous nous sommes
intéressés a 1’étude phytochimique des extraits des racines de RT.

Notre étude phytochimique il a pour objectif:

- Pextraction par des solvants organiques de la matiére séchée des racines de RT,

- le criblage (screening) phytochimique, afin d’avoir une idée sur la nature des composés
qui sont présents dans les extraits,

- la caractérisation quantitative (Détermination des concentrations des polyphénols
(flavonoides totaux et tanins condenses) dans les extraits des racines de RT,

- la caractérisation qualitative (analyse par HPLC) des extraits des racines de RT.

L’étude phytochimique a été portée sur les quatre extraits des racines de RT, qui sont :

I’extrait éthanolique, acétate d’éthyle, butanolique et aqueux.
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Il Matériels et méthodes

1. Matériel végétal
La collecte des racines de (RT) (Figure 29) dont le nom local est El Foua a été effectuee

au mois de juin 2017 dans la province d'Azilal, village Ouaouizarte, Tensift de coordonnées
géographiques (32°1143.5 "N, 6°6132.4 "W) au Maroc. L'identité botanique du spécimen
végétal a été confirmée par Monsieur Ouhammou Ahmed, Professeur a la faculté des Sciences
Semlalia. Un spécimen de bon (voucher number) (référence 9825) a été déposé dans I'herbier
de la Faculté des sciences Semlalia de I'Université Cadi Ayyad, Marrakech. La partie racinaire
de la plante a été sechée a ’ombre dans un endroit sec. Les racines séchées ont été ensuite
broyées en poudre fine grace a un broyeur électrique puis conservées dans des sachets en papiers

a I’obscurité pour les tests ultérieurs.

Figure 29 : Rubia tinctorum (Marhoume, 2017)

2. Préparation des extraits

Dans le but d’extraire les différents groupes de métabolites secondaires, nous avons utilisé
différents solvants organiques, en procédant a la technique d’extraction a chaud au soxhlet. La
matiére végétale séchée et pulvérisée est mise dans le soxhlet et extraite par 1’éthanol pendant
24 heures. Le choix de I’éthanol est dicté par le fait qu’il est capable d’extraire le maximum de
métabolites secondaires contenus dans la plante. Aprés évaporation de 1’éthanol sous pression
réduite a I’aide du rotavapeur, le résidu éthanolique obtenu est solubilisé dans de I’eau distillée

bouillante. La solution ainsi obtenue est épuisée successivement par des solvants de polarité
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croissante : I’hexane, 1’acétate d’éthyle et le butanol (Figure 30). Les quatre extraits obtenus
ont été concentrés sous vide au rotavapeur, ce qui a permis d’obtenir les quatre résidus (résidu
hexanique, acétate d’éthyle, butanolique et aqueux).

Matiere seche pulvérisée(Racinesde R.tinctotum)

EtOH (24 h)

Y
Extrait Ethanolique

Concentration

Résidu Ethanolique

Eau bouillante

Extrait aquex 1

Hexane

» Extrait hexanique

Extrait aqueuse 2

Acétate d'ethyle
l » Extrait d'acétate d'éthyle

Extrait aqueux 3

Butanol
l » Extrait butanolique

Extrait aqueux final

Figure 30: Protocole expérimental d’extraction a chaud de la matiére séche
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3. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique est une technique qui nous permettra d’identifier la nature des
metabolites secondaires contenus dans les différents extraits. 1l sert a donner une idée sur la
nature chimique des composés actifs responsables des activités pharmacologiques étudiées.

> Recherche des flavonoides :

4 g de la plante pulvérisée sont extraits par 20 ml d’éthanol pendant 15 min. Le mélange a
été ensuite filtré afin d’obtenir un filtrat. 1 ml du filtrat a été ajouté a 5 ml d’alcool d’éthanol a
50 %, 1 ml d’acide chlorhydrique concentré et quelques copeaux de magnésium. L apparition
d’une couleur rouge indique la présence des flavonoides (Hosseinzadeh et Younesi, 2002).

> Recherche des tanins

L’addition de quelques gouttes d’une solution de chlorure ferrique a 9 % sur 1ml d’extrait
éthanolique donne en présence des tanins une coloration bleue (tanins galliques) ou vert foncé
(tanins catéchiques) (Okpo et al., 2001).Afin de mettre en évidence la présence de tanins dans
I’extrait éthanolique de RT, nous avons ajouté quelques gouttes d’une solution de chlorure
ferrique a 9 % a 1ml d’extrait éthanolique filtré. L’apparition d’une coloration bleue est la
confirmation de la présence des tanins galliques, tandis que la couleur vert foncé montre la
présence des tanins catéchiques (Okpo et al., 2001).

> Recherche des anthocyanes

1 ml de I’extrait éthanolique a été ajouté a une solution de 1’acide chlorhydrique concentré

a 10 %. La coloration rouge est I’affirmation de la présence des anthocyanes (Pichon, 1972).
> Recherche des saponines

Un décocté d’une solution de 1’extrait de RT (20%) a été préparé. Le décocté est ensuite
filtré puis a été agité vigoureusement. La réaction est dite positive lorsque la mousse formee
reste stable pendant 10 minutes (Paris et Moyse, 1965).

» Recherche des alcaloides

10 g de la plante pulvérisée ont été ajoutés a 50 ml d’acide sulfurique (H2SO4 ; 0.1 N)
pendant 15 min. La solution obtenue apreés filtration est alcalinisée avec 5 ml de solution
d’ammoniaque (25 %) puis diluée avec 50 ml d’eau distillée. Apres, I’extraction des alcaloides
ont eteé réalisé avec le dichlorométhane qui a été ensuite évaporé a sec sous vide. Le résidu
obtenu a été repris avec une solution d’acide sulfurique (10 %). La présence des alcaloides se
traduit par I’apparition d’un précipité apreés addition du réactif de Dragendorff (Okpo et al.,
2001).
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» Recherche des quinones

2g de RT pulvérisée ont été humectée avec 2 ml d’HCI (0.1 N). 2 ml de chloroforme ont
¢été ajoutés a ce mélange. 2 h apres, la mixture a été agitée avec Sml d’ammoniaque a 0,5 2 a
partir d’une solution a 25 %. La réaction est dite positive (présence de quinones), si une
coloration rose, rouge ou violacée se développe (Finar, 1956).

> Recherche des catéchols :
Les extraits de RT ont été par un volume égal d’alcool chlorhydrique: éthanol-HCI (50 : 50).
Aprés quelques minutes au bain-marie bouillant, on note une coloration brune indiquant, la

présence des catéchols (Passama et al., 1973).

4. Caractérisation quantitative

4. 1 Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux d’extraits des racines de RT a été
réalisée par la méthode de Folin-Ciocalteu (Burits et al., 2001). Le réactif de Folin-Ciocalteu
est un acide de couleur jaune constitué d’un mélange d'acide phosphotungstique et d'acide
phosphomolybdique. 1l est réduit lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu
de tungstene et de molybdene, posseédant une absorption maximale a 760nm.

Un volume de 100 ul d’échantillon adéquatement dilué est mélangé avec 3,9 ml d’eau
distillée, suivi d’addition de 100 pl de réactif de Folin-Ciocalteu. Apres 3 min, 1 ml de carbonate
de sodium (Na2COs) a 20% (p/v) est ajouté. Les tubes sont agités et incubés pendant 1 heure &

température ambiante et a I’obscurité. L’absorbance est mesurée a 760 nm contre un blanc.

La courbe d’étalonnage est ¢laborée avec 1’acide gallique dans les mémes conditions. Le
contenu phénolique a été calculé sous forme d'acide gallique (1- 0,062 mg/ml, Y= 0,981 x+

0,003, R?=0,9999). Toutes les déterminations ont été réalisées en trois exemplaires.

4. 2 Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode du trichlorure d’aluminium (AlCl3)
(Zhishen et al., 1999). Ainsi, 200 pl d’extrait adéquatement dilué sont mélangés avec 800 ul
d'eau distillée, suivi d’addition de 60 ul de nitrite de sodium (NaNO2) a 5 %. Apres 5 min, 40
ul de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 10% (m/v) sont rajoutés au melange. Aprés 6 min
d’incubation a température ambiante, 400 pl de carbonate de sodium (1M) et 500 pl d'eau
distillée sont additionnés au milieu réactionnel. Immédiatement, le mélange est agité afin

d’homogénéiser le contenu. L’absorbance de la solution de couleur rosatre est déterminée a 510
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nm. Une courbe d’étalonnage est ¢laborée en parallele dans les mémes conditions opératoires
en utilisant la catéchine comme étalon. La teneur en flavonoides totaux d’extraits étudiés est

exprimée en mg d’équivalent de catéchine par gramme de matiere seche (mg CAE/g MS).

4. 3 Dosage des tanins condensés:
La quantité des tannins condenseés est déterminée en utilisant la méthode dite a la vanilline

en milieu acide (Xu et Chang, 2007). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a
réagir avec les molécules des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe
coloré qui a un maximum d’absorption a 500 nm. Un volume de 200 pl de I’extrait est introduit
dans deux tubes a essai séparés (un pour I'échantillon et l'autre pour le témoin). Ensuite, 2 ml
de la solution vanilline/éthanol a 4 % (m/v) sont ajoutés puis mélangés a 1’aide d’un vortex.
Apres, 1 ml de I’acide chlorhydrique concentré (Hcl) est additionné et le mélange obtenu est
laissé réagir a température ambiante pendant 15 min. L’absorbance est mesuré a 550 nm contre
un blanc de chaque échantillon a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV- Visible. La courbe
d’étalonnage est élaborée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant de la
catéchine comme contréle positif. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de catéchine

par gramme de matiére seche (mg CAE/g MS).

5. Caractérisation quantitative par HPLC
Les extraits des racines de RT ont été normalisés pour leur teneur en composés

polyphénoliques et flavonoidiques par la méthode HPLC. Les séparations chromatographiques
ont été effectuées sur une colonne a phase inversée (RP-18), Agilent Technologies (250 mm x
4,6 mm, 50 um), protégée par une pré-colonne RP-18 (10 mm x 4,6 mm) d’Agilent
Technologies. Les deux colonnes ont été placées dans un four a colonne réglé a 25°C.

Le systtme HPLC est composé d'un systeme de pompage Shimadzu SCL-10A, d'un
injecteur automatique SIL-10AD et d'un detecteur UV/Vis Shimadzu SPD 10A (portée de
balayage en longueur d'onde 200 ~ 700 nm). La collecte et I'analyse des données ont été
effectuées a l'aide du logiciel SHIAMDU Lab Solutions. Deux solvants (A et B) ont été utilisés
avec un débit constant de 1 ml/min et le volume d'échantillon injecté était de 10pl. Le solvant
A était composé de 5 % d'acétonitrile et de 95 % d'eau. Le solvant B est un tampon phosphate
dissous dans I'eau (pH 2,6). Tous les solvants utilisés étaient de qualité HPLC. L'analyse HPLC
a été effectuée avec les étalons suivi par les extraits RT, puis les parametres des échantillons

sont compares aux étalons.
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111 Résultats
1. Rendement de I’extraction

Le rendement de 1’extraction a chaud par soxhlet avec 1’éthanol de la matiére séche des
racines de RT était de 12,73%. Plus que la moitié des composés contenus dans cet extrait
¢thanolique sont entrainés par I’eau (41.40%) et ’hexane (32.40%). Par ailleurs, il n’y a que
15.83% des composés de ’extrait éthanolique qui sont entrainés par le butanol et seulement
10.35% entrainées par 1’acétate d’éthyle (Tableau 5).

Tableau 5: Pourcentages des différents extraits par rapport a la matiére séche et I’extrait
éthanolique

Extraits
p/r ala matiere seche (%) | p/r a I’extrait éthanolique (%)
Extrait éthanolique 12.73 100
Extrait hexanique 4.12 32.40
Extrait acétate d’éthyle 1.31 10.35
Extrait butanolique 2.01 15.83
Extrait agqueux 5.27 41.40

2. Criblage phytochimique
Les résultats du criblage phytochimique réalisé sur les extraits des racines de RT sont

résumés dans le tableau 6. Ce criblage a révélé la présence des métabolites secondaires
chimiques suivants:
- Flavonoides : IIs sont présents en grande quantité dans 1’extrait éthanolique et butanolique

et en quantité moindre dans les extraits acétate d’éthyle, et aqueux.

- Tanins : Ces composés sont présents dans 1’extrait éthanolique, butanolique et acétate

d’¢éthyle et aqueux. Ils sont absents dans 1’extrait hexanique.

- Saponines : Ces composés sont absents dans tous les extraits.

- Alcaloides: Ils ont donné des réactions négatives dans tous les extraits par les techniques de

caractérisations que nous avons utilisées.
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- Anthocyanes : Ces constituants sont absents dans tous les extraits a part ceux du butanol et

d’éthanol.

- Quinones : lls sont présents dans les extraits éthanolique, hexanique et acétate d’éthyle, et

ils sont absent dans 1’extrait butanolique et aqueux.

- Catéchols : Ils sont présents en faible quantité dans I’extrait éthanolique et dans I’extrait
acétate d’¢éthyle.

Tableau 6: Criblage phytochimique

Métabolites ) ) Extrait ) .
. Extrait Extrait , Extrait Extrait
secondaires Ethanoligue | Hexanique acetate Butanoligue Aqueux
a a déthyle a a
Flavonoides +++ - +++ + +
Tanins ++ - ++ + +
Saponines - - - - -
Alcaloides - - - - -
Anthocyanes ++ - - ++ -
Quinones +++ ++ ++ - -
Catéchols + - + - -
(-) Absence

(+) Présent en petite concentration
(++) Présent en moyenne concentration

(+++) Présent en grande concentration

3 Caractérisation quantitative

3. 1 Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux ont été déterminées a partir de 1’équation
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant l'acide gallique comme
standard (Figure 31). Les valeurs obtenues ont été exprimées en mg EAG/g MS (Tableau 7).
Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits varient entre 0.7 et 3.8 mg EAG/g MS.
La concentration la plus élevée des polyphénols a été trouvée dans 1’extrait éthanolique, avec
un taux de 3.8 mg EAG/g MS par rapport aux extraits acétate d’éthyle et aqueux ou nous avons
enregistré des teneurs de ’ordre 1.5 et 1.1 mg EAG/g MS respectivement. La teneur la plus

faible a ét¢ mesurée dans I’extrait butanolique.
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Figure 31: Courbe étalon de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Tableau 7: Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits des racines de RT

Extraits Polyphénols totaux mg EAG /g MS™
Extrait éthanolique 3.8+0.15
Extrait acétate d’éthyle 1.5+0.10
Extrait butanolique 0.7£0.04
Extrait aqueux 1.1+0.04

“mg Eq GAC /gMS : mg équivalent acide gallique / g de matiére séche.

3. 2 Détermination de la teneur en flavonoides
Les taux des flavonoides des extraits ont été calculés a partir de la courbe d’étalonnage,

tracée en utilisant la catéchine comme standard (Figure 32). Ils ont été exprimés en termes de
mg ECAT /g MS. Les résultats présentés dans le (Tableau 8) montrent que les teneurs en
flavonoides totaux varient considérablement entre les différents extraits. L’extrait éthanolique
contient un maximum de flavonoides 2.4 mg ECAT /g MS, suivi par I’extrait butanolique qui
renferme des teneurs d’ordre 1.4 mg ECAT /g MS. Tandis que la plus faible concentration des
flavonoides a ¢été mesurée dans D’extrait aqueux et acétate d’éthyle qui contiennent

respectivement 0.3 et 0.7 mg ECAT /g M.
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Figure 32: Courbe étalon de la catéchine pour le dosage des flavonoides

Tableau 8: Teneurs en flavonoides des différents extraits des racines de RT

Extraits Flavonoides mg ECAT /g MS”
Extrait éthanolique 2.4+0.16
Extrait acétate d’éthyle 0.7+0.05
Extrait butanolique 1.4+0.04
Extrait aqueux 0.3+0.05

*mg Eq CAT /g MS : mg équivalent catéchine / g de matiére séche.

3 .3 Détermination de la teneur en tanins condensés

La teneur en tanins condensés a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage, tracée en
utilisant la catéchine comme standard. Les résultats ont ét¢ déterminés a partir de I’équation de
la régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 33) et ont été exprimés en mg EC/g Ms
(Tableau 9). Ce dosage a révélé que la fraction éthanolique renferme les plus importantes
teneurs en tanins condensés, avec une valeur de 2 mg ECAT/g MS. En revanche, les extraits
aqueux, butanolique et acétate d’éthyle ont enregistré des teneurs plus faibles, avec des

concentrations respectives de 0.6, 0.5 et 0.7 mg ECAT/g MS.
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Figure 33: Courbe étalon de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

Tableau 9: Teneurs en tanins condensés des différents extraits des racines de RT

Extraits

Tanins condensés mg ECAT /g MS”

Extrait éthanolique
Extrait acétate d’éthyle
Extrait butanolique

Extrait agueux

2.0+0.10
0.7+0.03
0.5+0.01

0.6+0.03

*mg Eq CAT /g MS : mg équivalent catéchine / g de matiére séche.
4. Caracteérisation qualitative par HPLC

L’analyse par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) a permis
d’identifier et quantifier les polyphénols des 4 extraits des racines de RT. Les résultats
qualitatifs et quantitatifs ont été présentés dans le tableau 10. Les chromatogrammes sont
illustrés dans les figures (34, 35, 36, 37).

En se basant sur le temps de rétention, neuf composés ont été identifiés dans les extraits
des racines de RT: la vanilline, ’acide rosmarinique, 1’acide cinnamique, la quercetine, la
catéchine, I’acide syringique, I’acide rétinique, 1’acide férulique et la tyrosole.

L’analyse de ces résultats a montré que dans 1’extrait é¢thanolique, la vanilline (26.74 mg
EAG/100 g MS), I’acide rosmarinique (15.61 mg EAG/100 g MS), la quercitine (14.90 mg
EAG/100 g MS) et la catéchine (14.19 mg EAG/100 g MS) sont majoritaires tandis que dans
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I’extrait d’acétate d’éthyle c’est la quercitine (15.81 mg EAG/100 g MS) et I’acide cinnamique

(12.43 mg EAG/100 g MS) qui sont les plus représentées. Nous avons remarqué que la vanilline

(22.61 mg EAG/100 g MS) et I’acide rosmarinique (13.21

mg EAG/100 g MS) sont

majoritaires dans 1’extrait butanolique. Le tyrosole (mg EAG/100 g MS) et la quercitine (mg

EAG/100 g MS) sont les composés majoritaires identifiés dans 1’extrait aqueux. (Tableau 10).

Tableau 10: Concentrations des principaux composes phénoliques identifiés dans les
extraits des racines de RT exprimées en mg EAG/100g MS. (A: acide)

Concentration (mg EAG/100g MS)

Composés i : i :
o Extrait Extrait Extrait Extrait
phénoliques ] ) )
éthanolique acétate d’éthyle butanolique aqueux
Vanilline 26,74 12.32 22.61 -
A. rosmarinique 15,61 - 13.21 -
A. syringique 13.79 - - -
A. cinnamique 13.78 12.43 13.04
Catechine 14.19 - - -
Quercetine 14,90 15.81 12.39 13.14
A. rétinique - 12.32 - -
A. férulique - 12.14 - -
Tyrosole - - - 12.52
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Figure 34: Chromatogramme de ’extrait éthanolique de RT obtenu par chromatographie
liquide & haute performance
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Figure 35: Chromatogramme de I’extrait acétate d’éthyle de RT obtenu par chromatographie

liquide a haute performance
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Figure 36: Chromatogramme de 1’extrait butanolique de RT obtenu par chromatographie

liquide a haute performance
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Figure 37: Chromatogramme de I’extrait aqueux de RT obtenu par chromatographie liquide a
haute performance
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IV Discussion
Le processus général de caractérisation de nouvelles molécules bioactives a partir de

matrices complexes, telles que les plantes, fait intervenir différentes étapes, dont les trois
principales sont 1’extraction, I’isolement, et I’identification des métabolites secondaires, toutes
guidées par des analyses phytochimiques et des tests biologiques (Hostettmann et Wolfender,
2004).

a- Caractérisation quantitative
La caractérisation quantitative a montré que les racines de RT sont trés riches en

métabolites secondaires. Le rendement de 1’extraction par 1’éthanol est de 12,73%. La majorité
des composés contenus dans la matiére séche sont solubles dans 1’éthanol et le butanol. Ils sont
moyennement solubles dans 1’acétate d’éthyle et I’eau, et une faible solubilité dans 1’hexane.
Ceci nous confirme que les racines de Rubia tinctorum sont pauvres en lipides.

Au cours de cette investigation, le criblage phytochimique a révélé les principaux composés
chimiques mise en évidence dans les différents extraits et qui sont : les flavonoides, les
quinones, les tanins, les anthocyanes, et les catéchols, Par ailleurs, c’est 1’extrait éthanolique
qui contient toutes les familles des métabolites secondaires en abondances, excepte les
alcaloides et les saponines qui sont absents dans tous les extraits. Ce résultat est pour autant
normal puisque ce solvant entraine la majorité des composés contenus dans la matiere séche de
la plante. Les deux extraits : butanolique et acétate d’éthyle sont aussi riches en flavonoides,
tanins, quinones et anthocyanes mais pauvres en catéchols.

L’¢évaluation préliminaire de la composition phytochimique des différents extraits a
permis de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques. Ceci a été confirmé
par une analyse quantitative basée sur le dosage des polyphénols totaux, flavonoides totaux et
tanins condensés. Ces dosages révélent que la fraction éthanolique referme les plus importantes
teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins condensés par rapport aux autres extraits. Tandis
que I’extrait butanolique contient une concentration assez importante en flavonoides et tanins
para rapport a ceux d’acétate d’éthyle et aqueux.

Les polyphénols sont des produits naturels de grande valeur (Balasundramet al., 2006)
et dotés de nombreuses propriétés physiologiques qui les rends capables de protéger les cellules
contre dommages causés par les radicaux libres (Zheng et al., 2010 ; Sies et al., 2010). Les
polyphénols peuvent aussi prévenir les maladies dégénératives (Del Rio et al., 2010) et ils sont

dotés d’autres propriétés antioxydantes (Gomez-Caravaca et al., 2006; Muanda et al., 2011).
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Les flavonoides sont des substances répondues chez les végétaux sous forme

d’hétérosides (Guigniard, 1996). Le terme flavonoides rassemble une treés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls sont présent dans toutes les
parties des végétaux supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs (Guigniard, 1996).Les flavonoides
sont maintenant considérés comme composants indispensables dans une variété d'applications
pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques. Ceci est attribué a leurs propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires, antimutagénes et anti-cancérigenes, ainsi qu'a leur capacité a moduler la
fonction enzymatique cellulaire clé (Panche et al., 2016).
Les tanins sont des antioxydants, ils sont également reconnus pour leur pouvoir de fixation aux
protéines avec une tendance a I’'imperméabilité des couches externes et la protection des
couches sous-jacentes, leurs effets antiseptiques et leurs propriétés de renouvellement des tissus
(Bruneton, 1993).

Les quinones sont des composés oxygénés qui résultent de 1’oxydation de dérivés

aromatiques. Les principales quinones reconnus sont les benzoquinones, les naphtoquinones et
les anthraquinones. Les quinones trouveraient leur importance pharmacologique (action
antibactérienne, antispasmodique) dans leur grand pouvoir énergétique et leur role de vecteur
des vitamines liposolubles (Vitamine A, D, E, K) (Thomson, 2012).
Nos résultats de caractérisation qualitative montre que les racines Rubia tinctorum sont tres
riches en polyphénols, tandis que dans des travaux antérieures (Guinotet al., 2006), ils ont mis
évidence la richesse de la plante principalement en anthraquinones. Cette diversité dans la
composition phytochimique pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs :

- Climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, type de sol (aride
ou semi-aride), agressions, maladies, altitude, température, précipitation et exposition
solaire.

- Le patrimoine génétique, la période de la récoltes et le stade de développement de la
plante (Miliauskas et al., 2004)

- La méthode de quantification peut également influencer I’estimation de la teneur en

composés phytochimiques (Lee et al., 2003).

b- Caractérisation qualitative par HPLC
L’analyse des chromatogrammes des extraits des racines de Rubia tinctorum en en

comparant avec les temps de rétentions des différents standards, nous a permis d’identifier neuf
(9) composés phénoliques : la vanilline, 1’acide rosmarinique, 1’acide cinnamique, la

quercetine, la catéchine, ’acide syringique, I’acide rétinique, 1’acide férulique et la tyrosole.
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Quatre molécules majoritaires ont été identifiées dans 1’extrait éthanolique : la vanille,
I’acide rosmarinique, la quercetine et la catéchine, de méme pour I’extrait d’acétate d’éthyle
c’est la quercitine et 1’acide cinnamique qui sont majoritaires. Par ailleurs, les principaux
composés identifiés dans les extraits (butanolique et aqueux) sont la vanilline et 1’acide
rosmarinique, tyrosole et quercetine respectivement. Quant aux autres composés sont

minoritaires.

L’¢étude déja réalisee par Bener et al., (2010) sur la caractérisation chimique des extraits
de R. tinctorum a mis en évidence une extraordinaire diversité dans la composition chimique
de cette plante. Cette étude a révelé des résultats plus au moins comparables a la nétre et surtout
concernant la nature des composés contenus dans les racines de Rubia tinctorum, comme par
exemple la catéchine et la quercetine. Par ailleurs nos résultats différent beaucoup de ceux déja
obtenus par Derksen, (2001) qui a montré que la plante renferme d’autre molécules
polyphenoliques majoritaires comme : lucidine primeveroside, 1’acide ruberythrique,
pseudopurpurine, munjistine, alizarine, purpurine. Ces variations dans la composition chimique
des racines de Rubia tinctorum pourraient s’explique entre autres par les facteurs climatiques,

édaphiques et selon aussi la saison et le temps de la récolte.

Les analyses phytochimiques réalisée sur les racines de RT, nous a permis de quantifier
leur richesse en molécules bioactives et par conséquent d’approuver scientifiquement leur usage

parmi les plantes médicinales.
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Chapitre 1V : Profil toxicologigque
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I- Introduction
D’aprés les résultats de I’enquéte, aucun signe de toxicité suite a la consommation des

racines de RT apparent n’a été rapporté, d’autant plus, leur vente, prescription et usage ne sont
pas a ce jour réglementés. En conséquence, il y a toujours des risques d’intoxication par abus
d’utilisation, confusion entre les différentes espéces de plantes ou par interaction aveC des
médicaments pris simultanément. Nous avons voulu a travers la présente étude de vérifier cet
adage.

En effet, I’étude toxique d’une substance peut étre réalisée soit par 1’étude de la toxicité
aigiie apres administration d’une dose unique ou bien par 1’é¢tude de la toxicité subaigué apres
administration répétée de la dose.

La toxicité aigiie est définit comme étant I’ensemble des effets toxiques d’une substance
administrée a forte dose, qui entrainent des troubles organiques évoluant rapidement et pouvant
engendrer la mort (Ruckebusch, 1981). La DL 50 est la quantité d'une substance, administrée
en une seule fois, qui cause la mort de 50 % (la moitié) d'un groupe d'animaux d'essai. Les
essais toxiques peuvent étre réalisés sur plusieurs sortes d'animaux, mais ce sont les rongeurs
en particulier les rats et les souris qui sont le plus souvent utilisés (Olivier, 1986).

La toxicité subaigué concerne les effets nocifs dus a la répétition de doses qui ne
produisent pas d'effets toxiques immeédiats. Des effets tardifs peuvent survenir a cause de
I'accumulation du produit dans les tissus ou a cause d'autres mécanismes (OCDE, 1979). La
substance a tester est administrée quotidiennement a différents niveaux de dose a plusieurs
groupes d'animaux. De maniere générale, au moins trois groupes d'essai et un groupe témoin
doivent étre utilisés (OCDE, 2008).

Concernant RT, malgré son large usage par la population marocaine, il n'y a aucune
information dans la littérature scientifique marocaine sur son profil toxicologique. Dans le but
de vérifier si la plante n’est pas dotée d’une certaine toxicité qui s’oppose a son exploitation
dans le domaine de la phytothérapie, notre travail a porté sur 1I’é¢tude de sa toxicité a court
(toxicité aigle) et a long terme (toxicité subaigué) a fin de cerner ces potentialités toxiques,

surtout qu’elles sont largement utilisées par la population locale de Marrakech.
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Il Matériels et méthodes
1 Matériel biologique Animaux

Les animaux utilisés dans nos expériences sont des souris Swiss Albinos males et femelles
pesant entre 25 et 35 g et des rats Sprague Dawley pesant entre 160 a 220g. Lors des
expériences, les animaux étaient placés dans des cages transparentes dans une animalerie
soumise a une photopériode de 12 h de lumiere (7 a 19 h) et 12 h d’obscurité (19 a 7 h). La

nourriture et [’eau ont été fournies a volonté.

2 Matériel végétal
Dans cet essai, nous nous sommes intéressés a étudier la toxicité aigiie et subaigué de 1’extrait

éthanolique des racines de RT. L’extrait est solubilisé dans ’eau distillé.

3. Toxicite aigue

3. 1 Principe :
Pour la détermination de la toxicité aigué, le protocole expérimental utilisé est celui décrit

par les directives de « I’ajustement de la dose », ligne 425 de I'OCDE (OCDE, 2008a). L’essai
consiste a administrer aux animaux, en une seule prise, de fortes doses de la substance testée et
noter ensuite 1’ensemble des signes toxiques qui surviennent apres le traitement. En cas de doses
Iétales, un pourcentage de mortalité et la DLso (dose provoquant 50 % de mortalité) sont

calculés.

3. 2 Méthodologie :

La toxicité aiglie de D’extrait a ¢té testée sur des souris (méale et femelle) en leur
administrant, en une seule prise, des doses croissantes (0.5, 1, 2, 3.5 et 5g/kg) de D’extrait
éthanolique. Les animaux ont été laissés a jeun pendant 18 heures avant le traitement, et ils ont
été répartis selon le traitement en des lots de 4 souris. Immédiatement apres le traitement et
durant les heures suivantes, les animaux ont été observés pour noter toute anomalie ou
changement du comportement normal. De méme, un suivi de sept jours a €té assuré pour
chaque lot et durant lequel étaient notés les parameétres suivants :

- Le comportement de I’animal et les signes de toxicité (piloérection, activité motrice,
crampes,..).

- Le nombre des décés dans chaque lot, en précisant le moment du déces, pour déterminer

le pourcentage de mortalité et calculer par la suite la DLso.
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3. 3 Expérimentation :

Le but de cette expérience est d’étudier la toxicité aigiie de 1’extrait éthanolique de RT.
L’extrait a été administré, en une seule prise, par voie orale. Les animaux ont été repartis selon
le traitement comme suit :

Groupe 1 Souris femelles

- Lot 1 : Témoins ayant recu du sérum physiologique (9 %o, po)

- Lot 2 : Traitées par I’extrait éthanolique (0.5 g/kg, po).

- Lot 3 : Traitées par I’extrait éthanolique (1 g/kg, po).

- Lot 4 : Traitées par I’extrait éthanolique (2 g/kg, po).

- Lot 5 : Traitées par 1’extrait éthanolique (3.5 g/kg, po).

- Lot 6 : Traitées par I’extrait éthanolique (5g/kg, po).

Groupe 2 : Souris males

- Lot 1 : Témoins ayant recu du sérum physiologique (9 %o, po)

- Lot 2 : Traitées par I’extrait éthanolique (0.5 g/kg, po).

- Lot 3 : Traitées par I’extrait éthanolique (1 g/kg, po).

- Lot 4 : Traitées par I’extrait éthanolique (2 g/kg, po).

- Lot 5 : Traitées par I’extrait éthanolique (3.5 g/kg, po).

- Lot 6 : Traitées par I’extrait éthanolique (5g/kg, po).

3. 4 Détermination de la DLso
Pour la détermination de la toxicité aigué, le protocole expérimental utilisé est celui décrit

par les directives de « 1’ajustement de la dose », ligne 425 de 'OCDE (OCDE, 2008a). L’essai
consiste a administrer aux animaux, en une seule prise, de fortes doses de la substance testée et
noter ensuite I’ensemble des signes toxiques qui surviennent apres le traitement. En cas de doses
Iétales, un pourcentage de mortalité et la DLso (dose provoquant 50 % de mortalité) sont

calculés.

4. Toxicité subaigué

4. 1 Principe
Pour la détermination de la toxicité subaigué, le protocole expérimental utilisé est celui

décrit par les directives 407 d'OCDE (OCDE, 2008 b). La substance a tester a été administree
quotidiennement par voie orale, a différents niveaux de dose, a plusieurs groupes de souris, a
raison d'un niveau de dose par groupe pendant une période < 1 mois. Chaque jour au cours de
cette période, les souris ont été examinées soigneusement afin de déceler tout signe de toxicité.
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Les souris qui meurent et méme les survivantes ont €té autopsiées. Une étude d’une période <

1 mois fournit des informations sur les effets d’une exposition répétée par voie orale.

4. 2 Méthodologie :
La durée de ce test de toxicité est de 16 jours. Séparées en 5 lots, les souris ont été mises a

jeun pendant la nuit (Moura et al., 2005). Chaque matin, et durant les 16 jours du traitement,
chaque souris a été pesee. Elle a recu ensuite par voie orale le volume adéquat du produit a

tester; le volume administré étant de 1 ml /100 g de poids corporel.

4 .3 Expérimentation
> Lot témoin:

Ce premier gde souris a servis de lot témoin. Chaque souris a regu quotidiennement, a 1’aide
de la sonde stomacale, une dose d’eau distillée équivalente a 1 ml/100 g de poids corporel.
L’administration a été ininterrompue tout au long des 16 jours de traitement. L’eau distillée a
été utilisée puisqu’elle sert de véhicule pour 1’extrait.

>  Les lots traités:

Les 5 autres lots sont les lots d’animaux traités avec I’extrait éthanolique des racines de RT
aux doses de 0.5, 1, 2, 3.5g/kg de poids corporel / jour, pendant 16 jours. A la fin du test, apres
I’administration de la derniére dose, les rats ont été mis a jeun toute la nuit.

Elles ont été anesthésiées (au 16°™ jour) par injection intra-péritonéale avec I’hydrate de
chloral (10 mg/kg). Le sang a été prélevé et mis dans deux sortes de tubes: 1’un contenant
I’E.D.T.A pour I’analyse hématologique et 1’autre tube sec sans anticoagulant. Ce dernier tube
a été centrifugé a 3000 tours a 4°C pendant 10 min pour obtenir le sérum pour les analyses
biochimiques. Les souris ont été ensuite, sacrifiées par exsanguination. Elles ont été soumises

a une autopsie et leurs organes préleveés pour I’étude histopathologique.

4. 4 Poids corporel, mortalité et signes cliniques :
Tout au long de la période des 16 jours, tous les animaux sont quotidiennement peses et

observés pour noter les signes cliniques tels les convulsions, 1’excitation, les anomalies de
posture, I’apparition d’une piloérection, les problémes de respiration, la sédation, I’anorexie,
les hémorragies, et les décés. Les observations sont faites immédiatement avant le gavage et

jusqu’a 4 heures apres le gavage.
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4. 5 Analyses biochimiques:

L’¢tude biochimique des échantillons de sérum a été réalisée grace a un automate (Cobac
311). Les paramétres biochimiques dosés concernent:

- Le bilan rénal: Dosage de I’urée et la créatinine selon la réaction de Jaffé qui est une
réaction colorimétrique. L’acide urique selon la technique enzymatique qui utilise
I’urate oxydase.

- Le bilan hépatique: Les enzymes eétudiées sont : 1’aspartate-amino-transférase
(ASAT), I’alanine-amino-transférase (ALAT), la phosphatase-alcaline (PAL) et la
gamma- glutamyl-transférase (GGT) selon la méthode colorimétrique.

4. 6 Analyses hématologiques :
L’analyse des constantes hématologiques sanguines a été réalisée grace a un automate

Sysmex Kx 21. Cet analyseur utilise I’impédance combinée a la technique de focalisation

hydrodynamique pour la numération des globules rouges, des globules blancs et des plaquettes.

4. 7 Examen anatomopathologique :
Apres les 16 jours de traitement, les souris ont été sacrifiées et soumises a une autopsie. La

présence de toute anomalie a savoir présence d’cedeme, d’ascites, d’hémorragie ou
d’hypertrophie d’organe a été notée. Les organes tels le foie et les reins ont été immédiatement
prélevés, examinés et fixés dans une solution de formaldéhyde tamponnée a 10 %, déshydratées
par des solutions d'éthanol en série, par la suite diaphanéisées avec de I'éthanol-benzéne et
incluses dans de la paraffine. Des coupes de 20 um ont été coupées en tranches a l'aide d'un
microtome avant d'étre colorées a I'nématoxyline-éosine et examinées sous un microscope

optique.

5 Analyse statistique
Le traitement statistique des données a été effectué par un logiciel spécialisé dans I’analyse

statistique Sigma Plot 12.5. Les résultats ont été analysés par ’ANOVA a une voie (one way
ANOVA). La comparaison des groupes a été realisée en utilisant le test-T. Les donnees ont eté
exprimées en moyennes plus au moins écart types (S.E.) ou plus au mois les erreurs standard
moyenne (S.E.M.) selon le test. Le degré de significativité a été représenté sur chaque graphique
par des étoiles quand la comparaison a été effectuée avec le lot témoin.

“P<0.001 (trés significatif)

“P<0.01 (significatif)
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“P<0.05 (légérement significatif)

ns : non significatif
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111 Résultats

2. 1 Etude de la toxicité aigue

L’administration de I’extrait éthanolique de RT par voie orale a des doses de 0.5, 1, 2 g/kg

n’a provoqué aucun signe de toxicité chez les souris traitées males et femelles. Leur

comportement est resté normal et comparable a celui des témoins. A forte dose (3.5 et 5 g/kg),

les souris ont restées immobiles pendant 10 min, ensuite elles ont repris leur activité normale.

Seulement, il a été observé une miction et une défecation abondantes par rapport aux témoins

(Tableaux 12 et 13). Durant les 14 jours d’observation aucun décés n’a été enregistré chez les

souris qui continuaient a mener une vie apparemment normale. Ce qui confirme que la DLsg est

superieur a 5 g/kg.

Tableau 11: Evaluation de la toxicité aigiie de RT chez les souris femelles

Doses en mg/kg

Symptomes 0 mg/kg 500 1000 2000 3500 5000
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
hyperactivité - - - - - -
Redressement de poile ) ] ] ] ] ]
(piloérection)
Toilettage - - - - - -
Miction/ défécation - - + ++ + + +++

L’exploration de
mouvement

Accélération du rythme
respiratoire

contorsion

Somnolence/ perte de
[’équilibre

(-) Absent ; (+) Faible ; (++), Moyen ; (+++) Abondant
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Tableau 12: Evaluation de la toxicité aigie de RT chez les souris males

Doses en mg/kg

Symptomes 0 500 1000 2000 3500 5000
mg/kg | mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
hyperactivité - - - - - -
Redressement de poile i ) i ) ) )
(piloérection)
Toilettage - - - - - -
Miction/ défécation - - + ++ +++ +++

L’exploration de
mouvement

Accélération du rythme
respiratoire

contorsion

Somnolence/ perte de
[’équilibre

(-) Absent ; (+) Faible ;(++), Moyen ;(+++) Abondant

2. 2 Etude de la toxicité subaigiie de I’extrait éthanolique de RT

Les résultats de la toxicité subaigué de I’extrait éthanolique de RT sont:

» Comportement des animaux et signes cliniques de toxicité

» Evolution du poids corporel des animaux

> Analyse des données hématologiques et biochimiques du sang

> Examen anatomopathologique des organes des animaux sacrifiés.

a- Observation générale et comportement des animaux

Durant toute la période du traitement (16 jrs) aucune mortalité n’a été enregistrée ni dans

le groupe témoins ni dans les groupes des souris traitées. L’observation du comportement tout

le long de la période d’étude a permis de constater que, quel que soit la dose de I’extrait

administrée, aucun changement comportemental n’est observé. Les seuls signes cliniques notés

pour les souris traitées avec les doses 2 et 3.5 g/kg, sont principalement les défécations (selles

pateuses est coloré en rouge) et mictions abondantes (urine coloré en rouge) juste aprés le

gavage.
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b- Evaluation du poids corporel :

Le poids corporel des souris traités a Iégerement diminué au deuxiéme jour de I’expérience.
Apres les animaux ont récupéré leur poids plus vite a partir du 4émejour. Les animaux traités
par 0.5 g/kg ont montré un gain normal du poids comparable a celui du témoin. Par ailleurs une
augmentation du poids corporel relatifs a été plus importante chez les souris ayant recu I’extrait
a des doses de 1 et 3.5 g/kg. Les souris traitées par la dose de 2 g/kg ont montré une
augmentation ponderale statistiquement significative par rapport aux groups témoins (Figure
38).
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Figure 38: Effet de I’extrait éthanolique de RT sur I’évolution du poids corporel des souris
apres traitement oral. Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type. Les
valeurs sont significativement différentes comparées au témoin; (***) P< 0.001, (**), P <
0.01,*P < 0,05

c. Evaluation des parametres biochimiques et hématologiques

L’analyse des parametres biochimiques n’a montré aucune différence significative chez les
animaux traités par les doses (0.5, 1 et 2 g/kg) par rapport aux témoins. Toutefois, une
augmentation significative (P< 0.05) de I’ASAT, I’acide urique, 1’urée et la créatinine a été
remarqué chez le groupe traité par la dose 3.5g/kg (Tableau 13).
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Tableau 13: Effet de I’administration orale et réitérée de 1’extrait éthanolique de RT sur
les parametres biochimiques chez les souris.

Témoin 0,5 g/kg 1 g/kg 2 g/kg 3,5 g/kg
Creatinine 23+0,11 27+0,18 2.620,25 274015 3,240, 2%
(mgl/l)
Urée (g/l) 025¢001 0284002  0.27+001 0,28+0,02  0.33+0,04*
(A”f;jl‘; UrQue 171334166 2014057  20.66+0,88  21.66+033  28.05+057*

ASAT (U/) 125,01+2,88  134,3+9,73  124,13+11,24  132,33+5,6  144,04+6,08*

ALAT (U 50,1+0,66 50,13+1,61 43,9+1,98 44,1+1,15 49,63+1,56

Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type, * : différence significative a P < 0,05 vs
Temoin.

Les paramétres hématologiques analysés (Tableau 14) n’ont montrés aucune différence
significative chez tous les groupes par rapport aux témoins. Seulement une diminution

significative de ’hémoglobine (Hgb) a été remarquée chez les groupes traités par les doses 0.5

et 2 g/kg).

Tableau 14 : Effet de I’administration orale et réitérée de 1’extrait éthanolique de RT sur
les parametres hématologiques chez les souris

Témoin 0,5 g/kg 1 g/kg 2 g/kg 3,50/kg

GB (103mm?3)  4,93+0,14  4,7440,09 3,95+0,36 " 3,97+0,24 4,34+0,05

GR (10%/mmd®) 8,63+0,21  8,63+0,21 8,12+0,13 8,39+0,11 7,93+0,37 ™

Hgb (g/dl) 14,53+0,2 13,80+0,23* 14,66+0,12 13,76+0,17* 14,58+0,2
PLQ

873+11,15 860,66+10,89 809,66+15,49 824+15,1 873+23,79
(103/mm3)

(GB) : Globule blanche ; (GR) : Globule rouge ; (Hgb) : Hémoglobine ;( PLQ) : plaquette.
Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type
* . différence significative a P < 0,05 vs Témaoin.
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d. Analyse histopathologique

e Analyse macroscopique
L’observation macroscopique des organes (les poumons, le cceur, le foie, les reins et la
rate) n’a révélé aucune anomalie morphologique et/ou présence d’hémorragie qui pourrait étre

due a I’administration de I’extrait éthanolique de RT.

e Analyse microscopique

Les résultats de I’examen histopathologique sont indiqués dans les figures 39 et 40. D’aprés
ces résultats, on a remarqué que les reins des souris témoins (Figure 39) montrent des
glomérules et des tubules normaux. Le méme aspect a été observé chez les souris traitées par
I’extrait éthanolique de RT. Aucun signe de congestions, nécrose ou abces rénaux n’a été
remarqué. Le foie des souris témoins (Figure 40) présente une architecture du tissu hépatique
normale avec des petits amas de polynucléaires et absence de vésicule de lipides autour des
veines centrolobulaires. Le méme aspect a été observé chez les souris traitées pars les

différentes doses de I’extrait éthanolique de RT.

L’analyse microscopique des coupes histologique des reins et du foie a montré une
architecture normale semblable a celle du groupe témoin, suggérant qu‘aucun changement
dommageable ou des perturbations morphologiques n‘ont été causés par I'administration orale

réitérée de l'extrait éthanolique de RT.
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Figure 39: Images microscopiques des coupes histologiques des reins des souris colorées a
I'nématoxyline et & I'éosine observées au microscope optique (50x) :(A) Témoins, (B) ;
traitement par 0,5g/kg de E-RT; (C) 1 g/kg (D) ; 2 g/kg ; (E) 3,5g/kg. GM : glomérule

Figure 40: Images microscopiques des coupes histologiques des foies des souris colorées a
I'nématoxyline et a I'éosine observées au microscope optique (50x) :(A) Témoins, (B) ;
traitement par la dose 0,5g/kg de E-RT; (C) 1 g/kg (D) ; 2 g/kg ; (E) 3,59/kg. HP : hépatocyte ;
VCL : Veine Centro-lobulaire.
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IV Discussion
Les racines de RT sont trés utilisées par la population de Marrakech sans qu’aucun signe

toxique apparent ne soit rapporté lors de notre enquéte ethnopharmacologique (chapitre 2).
L’¢évaluation scientifique requiere I’étude de 1I’impact de la plante sur 1’organisme a court et a

long terme. D’ou I’étude entreprise de la toxicité aigiie et subaigué.

Dans cette partie, on s’est intéressé a étudier la toxicité aigilie et subaigué par voie orale de
I’extrait éthanolique des racines de RT. Nous avons choisi la voie orale car ¢’est la voie usuelle
impliquée dans les conditions normales pour I’Homme. Quant au choix de la dose, Le protocole
du test de la dose limite (un des tests de toxicité recommandés par la FDA (1988), est le
protocole qui a été suivi au début de I’expérimentation, ceci en testant la dose de 5 g/kg. Les
résultats obtenus n’ont révélé aucun signe particulier de toxicité ni de déces chez les souris
traité par la dose maximale de 5g/kg de I’extrait éthanolique de RT donc la DLsg est supérieur
a 5g/kg du poids corporel. Il en résulte que ’extrait de la plante appartient a la classe 5 dans le
systeme mondiale de classification des substances chimique (The Globally Harmonized System
of Classification and Labelling of Chemicals (GHS), 2007).

Par ailleurs, 1’¢tude de la toxicité aigiie de 1’extrait éthanolique chez les souris aux doses
de 0.5, 1, 2, 3.5 et 5 g/kg du poids corporel, n’a provoqué aussi aucune mortalité, ni anomalie
de comportement. L’évolution normale du poids corporel, facteur utilisé en toxicité comme
indicateur d’effets secondaires, démontre I’absence de signes de toxicité de 1’extrait pendant 16
jours. Cependant il a été observé une défécation abondante chez les souris traitées avec les doses
(3.5 et 5g/kg) par rapport aux témoins. Ceci montre qu’a forte dose, I’extrait provoque une
polyurie et une évacuation fréquente des selles. Nous pouvons donc supposer que 1’extrait a un
effet laxatif et diurétique.

La détermination de la toxicité subaigué permet de mettre en évidence les altérations
fonctionnelles et/ou anatomopathologiques consécutives aux administrations répétées d’une
substance active. D’aprés les recommandations de I’OECD (2002), au moins trois doses doivent
étre testées dans 1’étude de la toxicité subaigtie ou chronique. Cependant comme le test de la
toxicité aigiie n’a pas fourni les informations nécessaires pour nous guider a choisir les doses
appropriées (DLso>5 g/kg), ainsi qu’en absence de données toxicologiques locale sur la plante
de RT, qui peuvent nous aider a déterminer la durée du traitement, cette étude a été réalisée en
utilisant les recommandations décrites par les directives 407 d'OCDE (OCDE, 2008 b).
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Nous avons testé les mémes doses 0.5, 1, 2, 3.5 g/kg de la toxicité aigué pour évaluer la
toxicite subaigué. Pour les doses 0.5, 1, 2 g/kg /j correspondent aux doses limites recommandée
par les directive 407 d’OCDE. Alors que la dose 3.5 g/kg /j correspond a I’utilisation journalicre
d’une cuillére a café de la plante en poudre par la population enquétes.

Les résultats obtenus de cette toxicité subaigué qui a durée 16 jours, n’a montré aucun cas
de mortalité ou de toxicité ni dans le groupe témoins ni dans les groupes des souris traitées.
Ainsi qu’aucun changement de comportement n’a été observé. Les seuls observations notés
pour les souris traitées avec les doses 2 et 3.5 g/kg, sont principalement une déefécation fréquente
(selles pateuses est coloré en rouge) et une polyurie (urine coloré en rouge) juste apres
I’administration orale de I’extrait. D’autre part, il a été remarqué que tous les groups traités ont
perdu légérement leurs poids au deuxiéme jour de I’expérience. Ceci pourrait étre corrélé a la
défécation et la polyurie notée lors de 1’observation du comportement des souris traité. Ces
deux paramétres, pourrait s’expliquer par 1’effet laxatifs et diurétique de la plante (Bellakhdar,
1997). D’un autre c6té, I’administration orale réitérée de 1’extrait éthanolique de RT n’as causé
aucune influence sur I’évolution du poids corporel des souris traitées par la dose 0.5g/kg. Tandis
qu’il a favorisé la croissance pondérale des souris aux doses 1, 2 et 3.5 g/kg par rapport aux
témoins. Cette prise de poids est probablement due a une stimulation de 1’appétit causé par
I’extrait.

Le bilan hématologique n’a révélé aucune variation significative des parametres (GB, GR,
PLQ et Hgb) déterminés chez les souris traitées. Les résultats sont comparables a ceux des
témoins. Les animaux ont donc été considérés comme n’ayant pas été affectés par le traitement.
L’extrait éthanolique de RT n’a induit aucun changement des parametres biochimique (ALAT,
ASAT, I’acide urique, créatinine et 1’urée) chez les animaux traités par les doses (0.5, 1 et 2
g/kg) par rapport aux témoins. Cependant, a forte dose (3.5g/kg) les souris ont été plus sensible
au traitement et elles ont présentés une augmentation significative (P<0.05) de 1’urée, la

créatinine, I’acide urique et ’ASAT.

L’augmentation de I’urée pourrait étre expliquée par une augmentation de catabolisme des
composes protéiques, et par une atteinte de la fonction de filtration rénale (Dugan et al., 1989;
Piva et al., 1997), 1’élévation sérique de la créatinine et I’ASAT pourrait étre due a des
altérations du flux sanguin rénal ou de la fonction rénale, ou bien de la déplétion urinaire
(OECD, 2002; Kataya et Hamza, 2008). Concernant 1’augmentation sérique de I’acide urique,

il pourrait étre di a une diminution de son élimination par les reins (Johnson et al., 2013).
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Cependant, tous ces résultats observés a la dose 3.5 g/kg n’ont pas été confirmés par les
examens histopathologique des reins et du foie, qui ont montré une architecture normale
semblable a celle du groupe témoin, suggérant qu'aucun changement dommageable ou des
perturbations morphologiques n‘aient été causes par I'administration orale réitérée de l'extrait
éthanolique de RT. Ce qui conduit a la conclusion que 1’impact toxicologique de RT a ce stade,
est plus probablement de nature fonctionnelle, plutét que structurale (Hall, 2001). Cette théorie
n’exclut pas le fait que dans le cas de la consommation chronique ou répétitive de la plante, des
signes de détériorations histologiques apparents pourraient s’installer. Nos résultats rejoignent
ceux déja trouves par Ino et al., (1995) qui a montré que I'administration orale de I’extrait des
racines de RT des doses similaire a notre étude n'a aucun effet toxique aigu ou subaigu chez la
souris.

D’un autre c6té, le screening phytochimique des racines de RT, nous a révélé sa richesse
en polyphénols (flavonoides). Cette famille de composés est connue pour sa large gamme
d’activités biologique (Gomez-Caravaca et al., 2006; Muanda et al., 2011 ; Panche et al., 2016 ;
Zheng et al., 2010 ; Sies et al., 2010). La caractérisation chimique de RT par HPLC a mis en
évidence une variété de composition chimique qui est: la vanilline, I’acide cinnamique, la
querectine, I’acide syringique et la catéchine. En effet, dans plusieurs études, les polyphénols
sont reportés comme ¢étant de bons inhibiteurs de D’activité de 1’enzyme a- glucosidase
intestinale (Xiao et al., 2013 ; Akkarachiyasit et al., 2010 ; Daniel et al., 1991 ; Hakamata et
al., 2006). Du fait que I’inhibition de I’activité de I’a-glucosidase intestinale peut engendre une
malabsorption des hydrocarbures, le bol intestinal serait augmenté. Il y aurait donc une
augmentation de la pression osmotique au niveau du gros intestin, ce qui engendrerait un appel
d’eau et ferait ainsi augmenter le contenu hydrique (Wolf, 2003). D’ou I’apparition de selles
molles (ou de diarrhées) observées en cas de consommation de fibres alimentaires ou en cas
d’administration d’inhibiteurs commerciaux de I’a-glucosidase tel I’acarbose prescrit dans le
traitement de 1’obésité (William-Olsson, 1986). Par conséquent, la défécation fréquente
observée dans notre étude pourrait appuyer ’hypothese que 1’extrait éthanolique des racines de
RT via sa fraction polyphénolique, inhibe 1’activité de 1’a-glucosidase intestinale (Woolf,
2003). De plus, les propriétés diurétiques des polyphénols reportées par plusieurs auteurs
(Gupta et Arya, 2011 ; Afzal et al., 2004 ; Devi et Shyamala, 1999) pourraient expliquer la
polyurie observée chez les souris.

Finalement, toutes ces allégations discutées sur les cibles moléculaire et leurs mécanismes
d’action ne font que surlignés I’aspect préliminaire de la présente investigation et la nécessité
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d’autres études pharmacologiques et toxicologiques a grande échelle pour la production des

molécules naturelles actives et pour une modération de sécurité dans I'utilisation de cette plante.

97



Chapitre V: Effets Biologiques
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I. Introduction
D’aprées I’enquéte ethnopharmacologique, auprés de la population locale de Marrakech et ses

régions, RT présente une plante trés utilisée pour le traitement de divers pathologie entre autre
les atteintes hépatiques et I’anémie. Cependant, il n’y a aucune donnée de ses effets hépato-
protecteur, anti-urolithiasique et antiagrégant plaquettaire bien que traditionnellement était
utilisé pour soigner différentes pathologies et des carences telles que I’anémie.

Cette partie a été entreprise dans le but de vérifier les données recensées sur 1’utilisation des
racines de RT, a travers 1’évaluation de quatre activités qui sont : 1’activité antioxydante,
I’activité hépatoprotectrice, I’activité antilithiasique, 1’activité antiagrégante plaquettaire.
Dans un premier objectif, nous avons étudié¢ ’activité antioxydante des extraits de racines de
RT selon la méthode de piégeage des radicaux libres DPPH.

Dans un second objectif, nous avons étudié 1’effet hépato-protecteur de 1’extrait éthanolique
des racines de RT. La méthode selon laquelle I’amplitude de ’activité hépatoprotectrice de
I’extrait a ¢été déterminée c’est I’induction d’une hépatotoxicité expérimentale par le
tétrachlorure de carbone (CCls) chez le rat. Le tétrachlorure de carbone (CCls) est le plus
communément utilisé d’une part et d’autre part, il induit une pathologie rencontrée en clinique:
lésions de stéatose, nécrose hépatocytaire et méme cirrhose (Martin et Feldmann, 1983;
Fleurentin et Joyeux, 1990).

Dans un troisiémes objectif, nous nous sommes intéressés a tester 1’effet des extraits de racines
de Rubia tinctorum sur la lithiase rénale. Le modele expérimental adopté étant le rat blanc rendu
lithiasique par ingestion de 1’éthyléne glycol (EG). Ce modeéle est largement utilisé pour mettre
en évidence I’activité antilithiasique chez I’animal afin de confirmer ou d’infirmer son
utilisation en médecine traditionnelle dans le traitement de la formation des calculs rénaux.
Finalement la derniére partie des études pharmacologiques porte sur 1’évaluation de 1’effet
antiagrégant plaquettaires des extraits de racines de RT in vitro et ex vivo. L’exploration
plaquettaire in vitro a été mesurée par agrégometrie en présence des plaquettes humaines laves,
incubées avec les extraits et induite par des agonistes plaquettaires. Tandis que 1’agrégation
plaquettaire ex vivo a été mise en évidence par deux tests le temps de saignement (bleeding

time), et la numération plaquettaires chez le rat.
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Il Matériel et méthodes

1. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits des racines de RT
De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante des

composés phénoliques purs ou des extrais. La plupart de ces méthodes est basée sur la
coloration ou décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre étude, nous avons
utilisé deux méthodes différentes a savoir : le test du pouvoir réducteur et 1’effet chélateur sur
le radical 2,2 diphényl1-1-picrylhydrazyl (DPPH).

1. 1 Piégeage du radicale 2,2 diphényl1-1-picrylhydrazyl (DPPHe)

L’évaluation de la capacité des extraits éthanolique de donner un hydrogéne au radical
synthétique DPPH., de coloration violette pour le stabiliser en DPPH de coloration jaune- verte
a été réalisé selon la méthode de Von Gadow et al., (1997) avec quelques modifications. La
solution de DPPH a été préparée en solubilisant 4mg de DPPH dans 100 ml d’éthanol. 100ul
des extraits ou des contrdles (I'acide gallique) a différentes concentrations ont été mélangés
avec 3 ml de la solution de DPPH, le tout a été incubé pendant 1 heure a I’obscurité et a
température ambiante. L’absorbance est lue a 517 nm contre un blanc préparé avec 1’éthanol
pur. La concentration d’échantillon nécessaire pour réduire 50 % de DPPHe (IC50) a été

calculée par la relation suivante :

% inhibition = [(ADS contrsle — AbS échantilion) / ADS contrale] X 100%b.

2. Matériel biologique Animaux
Les animaux utilisés dans nos expériences sont des souris Swiss Albinos males et femelles

pesant entre 25 et 35 g et des rats Sprague Dawley pesant entre 160 a 220g. Lors des
expériences, les animaux étaient placés dans des cages transparentes dans une animalerie
soumise a une photopériode de 12 h de lumiere (7 a 19 h) et 12 h d’obscurité¢ (19 a 7 h). La

nourriture et I’eau ont été fournies a volonté.

3. Test de P’activité hépatoprotectrice
Ce test consiste a provoquer chez le rat, une insuffisance hépatique aigue et évaluer les

effets curatifs des extraits des racines de RT. Le produit chimique le plus fréquemment utilisé
chez les rats, pour provoquer une insuffisance hépatique aigtie, est le tétrachlorure de carbone
(CCly), car il cause une stéatose et des altérations hépatobiliaires périphériques. Il a montré que
le CCl4 posséde une action hépatotoxique ictérogéne. Il peut étre utilisé pur ou mélangé a des
substances huileuses (Plaa et al., 1982), tétrachlorure de carbone permet a la fois 1’étude de
I’activité anti-ictérique et hépato protectrice, ces deux fonctions étant étroitement liées. Pour

toutes ces raisons, nous avons choisi le CCls comme hépatotoxique dans le cadre de nos essais.
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3. 1 Protocole expérimental
a- Préparation des lots

L’hépato-toxicité a été induite par administration intrapéritoneale de 1ml/kg du
Tétrachlorure de carbone (CCls) mélangé avec un volume égal d’huile d’olive toutes les 72
heures pendant 15 jours. Le clivage du CCls abouti a la formation de radicaux libres
(trichlorométhyl, dichlorocarbéne, trichlorométhylpéroxyde) qui sont responsables d’une
nécrose hépatique.

Les rats ont été partagés en 4 groupes, chaque groupe contenant 6 rats:

e Groupe 1: Traité par I’eau physiologique (0.9%) (10 ml/kg, v.0.) chaque jour pendant 15
jours successifs.

e Groupe 2 : Traité par I’huile d’olive (I ml/kg. v.0.) chaque jour pendant 15 jours
successifs.

e Groupe 3 : Traité par (1 ml/kg) de CCls mélangé avec un volume égal d'huile d'olive
(Iml/kg. v.ip.) toutes les 72h pendant 15 jours.

e Groupe 4 : Traité par I’extrait éthanolique de RT (1g/kg, v.0.) chaque jour pendant 15
jours avec injection du CCl4 toutes les 72 heures.

b- Evaluation de I’effet hépato-protecteur de I’extrait éthanolique des racines de RT

L’activité hépatoprotectrice de 1’extrait éthanolique des racines de RT a été évaluée par le
dosage sérique des parametres biochimiques qui explore la fonction hépatique et par des
examens histologiques du foie.

c- Dosage sérique des parameétres biochimiques

Apres la période expérimentale de 15 jours, les rats ont été anesthésiés avec une injection
i.p. d'hydrate de chloral (10 mg/kg). Un volume sanguin de 1 a 2 ml a été préleve de la veine
jugulaire dans deux tubes sans aucun additif. Le sérum a été séparé par centrifugation (4000
tr/min, pendant 10 minutes) et utilisé pour le dosage des parametres biochimiques (ASAT,
ALAT, phosphatase alcaline (PAL), Gamma-glutamyl-transpeptidase (GGT) et bilirubine
directe (BD). Les concentrations de substrats ont été déterminées enzymatiquement par des
méthodes standard avec un automate biochimique (Cobas C311 analyzer Roche Diagnostics
GmbH D-68298, Mannheim Allemagne).

Les concentrations de substrats ont été déterminées enzymatiquement par des methodes
standard avec un automate biochimique (Cobas C311 analyzer Roche Diagnostics GmbH D-
68298, Mannheim Allemagne).
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d- Analyse histopathologique:

Apres le prélevement sanguin, les rats ont été sacrifiés et le foie a été soigneusement excisé
et pese. Par la suite, de petites tranches de ce tissu fraichement prélevé ont été fixées dans une
solution de formaldéhyde tamponnée a 10 %, déshydratées par des solutions d'éthanol en série,
diaphanéisées avec de I'éthanol-benzene et incluses dans de la paraffine. Des coupes de 20 um
ont été coupées en tranches a l'aide d'un microtome avant d'étre colorées a I'hématoxyline-

€osine et examinées sous un microscope optique.

4. Test de I’activité anti-urolithiasique
La recherche de I’activité anti-urolithiasique des extraits des racines de RT a été réalisée

sur des rats sprague dawley males. Tous les animaux ont été acclimatés pendant 3 jours dans
des cages appropriés avant de commencer le test. Durant nos expériences, 5 rats blancs de sexe
male par lot ont été utilisés pour chaque test. Leur poids est compris entre 150 et 250 g. La
lithiase rénale est provoquée par 1'éthyléne glycol (EG) (0.75%) et du chlorure d’ammonium

NH4Cl (2%), fournis aux animaux dans l'eau de boisson ad-libitum pendant 10 jours.

4. 1 Protocole expérimental
a- Préparation des lots:

Au cours de nos expériences, la solution [EG (0,75%) + CA (2%)] et la solution mére de
I’extrait éthanolique des racines de RT ont été préparées quotidiennement pour éviter les
problemes de dégradation.

Quatre groupes de rats (n=5) ont été testés:

e Un groupel utilis¢é comme témoin négatif recevant uniquement de 1’eau de robinet

comme boisson et de ’eau distillée comme produit de gavage.

e Un groupe 2 utilisé comme traité recevant la solution [EG (0,75%) + CA (2%)] comme

boisson et 1 g/kg de I’extrait comme produit de gavage.

e Un groupe 3 utilisé comme traité recevant la solution [EG (0,75%) + CA (2%)] comme

boisson et 2 g/kg de I’extrait comme produit de gavage.

e Ungroupe 4 utilise comme témoin positif recevant la solution [EG (0,75%) + CA (2%)]

comme boisson et de ’eau distillée comme produit de gavage.

Les solutions ingérées par chaque animal étaient de I’ordre de 5 microlitres par gramme de
poids corporel de rat. Le gavage a été réalisé de la méme fagon et a la méme heure du jour pour

tous les animaux testés. Il a éte réalisé par une sonde gavage gastrique adaptee aux rats.
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b- Variation du poids corporel des rats au cours de I’expérience

L’évaluation de la variation du poids corporel de chaque animal a été notée durant 10 jours
de I’expérience.

c- Collecte et analyse des urines :

Le 9°™ jour, des rats de chaque groupe ont été placés individuellement dans des cages
métaboliques pendant 24 h pour recueillir I'urine. La forme et la taille des cristaux d'oxalate de
calcium ont été analysées au microscope optique. Apres le prélevement, les échantillons d'urine
ont été immédiatement analysés pour leur volume, urée, créatinine, calcium, phosphore, acide
urique, Na, K, Cl et teneur totale en protéines.

d- Dosage sérique des parameétres biochimique

Apres la période expérimentale de 10 jours, les rats ont été anesthésies avec une injection
i.p. d'hydrate de chloral (10 mg/kg). Un volume sanguin de 1 a 2 ml a été préelevé de la veine
jugulaire dans deux tubes sans aucun additif. Le sérum a été séparé par centrifugation (4000
tr/min, pendant 10 minutes) et utilisé pour le dosage des paramétres biochimiques. La créatinine
a été mesuré selon une méthode colorimétrique qui se base sur la réaction de Jaffé. Tandis que
pour le dosage de 1’urée, nous avons utilisé des techniques enzymatiques a I’uréase. Le dosage
du phosphore, Na, K, et CL a été réalisé avec la potentiométrie indirecte. Concernant 1’acide
urique, il est été dosé selon la technique enzymatique en utilisant une uricase (urate oxydase).
Le dosage du calcium a été fait selon la technigue NMBAPTA. Les concentrations de substrats,
de minéraux et d'électrolytes ont été déterminées enzymatiquement par des méthodes standard
avec un automate biochimique (Cobas C311 analyzer Roche Diagnostics GmbH D-68298,
Mannheim Allemagne).

e- Analyse histopathologique:

Apres le prélevement sanguin, les rats ont été sacrifiés et les deux reins de chacun ont été
soigneusement excisés. De petites tranches de ce tissu fraichement prélevé ont été mises dans
une solution de formaldéhyde tamponnée a 10 %, déshydratées par des solutions d'éthanol en
série, diaphanéisées avec de I'éthanol-benzéne et incluses dans de la paraffine. Des coupes de
20 pum ont été coupées en tranches a l'aide d'un microtome avant d'étre colorées a

I'nématoxyline-éosine et examinées sous un microscope optique.
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5. Tests de activité antiagrégante plaquettaire

5. 1 Préparation des plaquettes lavéees chez le rat
a- Prélevement sanguin

Le sang est prélevé de la veine jugulaire a 1’aide d’un épicranien G23 avec adaptateur, sur
des rats anesthésiés avec une injection i.p. d’hydrate de chloral (10 mg/kg). Un volume sanguin
de 4 a5 ml a été prélevé dans deux tubes contenant un anticoagulant le citrate de sodium.

b- Isolement des plaquettes sanguines

Le sang a été prélevé selon la méthode de Zhou et Schmaier, 2005. Il a été immédiatement
centrifugé a 276 G (1800 rpm) pendant 15 min a 20°C pour separer le plasma riche en plaquettes
(PRP) des autres eléments sanguins. Une seconde centrifugation a 120 G (800 rpm) pendant 8
min permet la sédimentation des globules blancs et globules rouges résiduels. Afin de prévenir
I’agrégation spontanée des plaquettes lors des centrifugations, un volume de prostaglandine
E1PGE1 (concentration finale = 107M) a été ajouté au PRP isolé. A cette étape, quelques
microlitres du PRP ont été prélevés pour faire le comptage des plaquettes. Le PRP a été
recentrifugé a 400G (2700 rpm) pendant 15 min pour décanter les plaquettes en culot. Le plasma
pauvre en plaquettes (PPP) surnagent a été récupéré et son volume a été noté. Le culot
plaquettaire a été délicatement remis en suspension dans un tampon de lavage avec un volume
égale au volume noté de PPP. Ainsi nous avons obtenu une suspension de plaquettes semi-
lavées. Aprées une centrifugation de cette derniere (400 G pendant 15min), le culot plaquettaire
a été remis en suspension dans le tampon final de telle sorte a avoir toujours la méme

concentration de plaquettes lavées 5 x10° cellules/mm?,
C. Mesure de I’agrégation plaquettaire in vitro

L’agrégation plaquettaire a été déterminée par la mesure de la transmission de la lumiére a
travers la suspension plaquettaire grace a 1’agrégométre (SD Medical Innovation) (Figure 41).
Un ordinateur couplé a I’agrégométre par une interface équipé d’un logiciel, a permis
d’enregistrer les signaux et de faire leur analyse (% d’agrégation; temps de latence; pente
d’agrégation). Le pourcentage (100 %) de la transmission du faisceau lumineux correspond a
une agrégation totale. L’agrégation plaquettaire a été induite par ’addition de différents
agonistes collagene, thrombine, ADP et acide arachidonique. Le protocole de I’étude de I’effet
antiplaquettaire des extraits consiste a préincuber dans 1’agrégométre la suspension plaquettaire
en présence des différentes concentrations des extraits sous une agitation de 1000 rpm a 37 °C
pendant une minute. Puis I’agrégation a été induite par 1’ajout de 1’agoniste et enregistrée

pendant 5 min a 10 min. les mesures ont été répété 3 fois.
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Figure 41: Protocole expérimental de mesure de 1’agrégation plaquettaire

d- Mesure de I’agrégation plaquettaire en ex vivo
» Test du temps de saignement
Le temps de saignement (TS) mesure la durée de saignement provoquée par une incision
dermo-épidermique. Il explore la qualité de I’hémostase primaire (Sultan et al., 1978).
Dans notre étude, des rats sprague-dawley (males et femelles) ont été répartis de maniére
aléatoire en 6 lots, chaque lot contient 5 rats.
e Lot1l: Recevant de I’eau physiologique (0.9% w/v Na Cl) (controle négatif),
e Lot 2: Recevant le collagéne fort (dose 2,5 ul/g) par voie, intraveineuse (controle
positif),
e Lot 3: Recevant I’extrait butanolique des racines de RT a 100 mg/kg,
e Lot 4: Recevant I’aspirine a 50 mg/kg,
e Lot5: Recevant I’aspirine (50 mg/kg) par voie orale + collageéne a forte dose (2.5 ul/g)
par voie intraveineuse,

e Lot 6: Recevant I’extrait butanolique des racines de RT (100mg/kg) par voie orale +
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collagene a faible dose (2.5 pul/g) par voie intraveineuse.

Les animaux anesthésiés par I'hydrate de chloral (10 mg/kg) ont été placés sur une plaque
de dissection. Aprés désinfection de la queue, une coupure de 2-5 mm est effectuée a ce niveau
a I’aide d’un scalpel pour activer le saignement. Par la suite, la queue a été trompée dans un
tube en verre contenant de I’eau saline a 37°C. Dés que le sang commence a couler, le
chronométre est déclenché jusqu’a I’arrét du saignement. Le temps affiché a été le T S, exprimé
en minutes. A la fin, extrémité incisée de la queue est de nouveau désinfectée.

» Détermination du taux plaquettaire

Apres le test de saignement, un volume sanguin de 2 ml a été prélevé de la veine jugulaire

dans des tubes avec anticoagulant le citrate de sodium. Le taux plaquettaire a été déterminé a

’aide d’un compteur automatique (Kx-21 Sysmex).

5. 2 Etude de ’effet antiplaquettaire des extraits de racines de RT chez ’Homme
a- Prélévement sanguin

Des echantillons sanguins provenant de donneurs sains (Laboratoire d’hématologie, unité
d’hémostase spécialisé Hopital ARRAZI CHU Mohamed VI) n’ayant pas pris de médicaments
pouvant interférer avec les fonctions plaquettaires ont été utilisés. Le sang a été recueilli par
ponction veineuse sur anticoagulant, le citrate de sodium, a raison d’un volume de citrate de
sodium pour 9 volumes de sang.

b- Numération plaquettaire
La numération plaquettaire a été réalisée directement apres prélévement a 1’aide d’un

compteur automatique (Kx-21 Sysmex).
C- Mesure de I’agrégation plaquettaire

L’agrégation plaquettaire a ét¢ déterminée par la mesure de la transmission de la lumiére a
travers la suspension plaquettaire grice a 1’agrégométre (SD Medical Innovation). La
suspension plaquettaire (PRP) a été préincubée 1 min avec les différentes doses de 1’extrait
butanolique des racines de RT a 37°C, puis ’agoniste a été ajouté (thrombine, 1’acide
arachidonique et ADP). L’agrégation a été mesurée pendant 5 min a 37°C sous agitation

continue a 1000 rpm. Toutes les mesures ont été répétées trois fois.

6. Analyse statistique
Le traitement statistique des données a été effectué par un logiciel spécialisé dans I’analyse

statistique Sigma Plot 12.5. Les résultats ont été analysés par ’ANOVA a une voie (one way
ANOVA). La comparaison des groupes a été réalisée en utilisant le test-T. Les données ont été
exprimées en moyennes plus au moins écart types (S.E.) ou plus au mois les erreurs standard
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moyenne (S.E.M.) selon le test. Le degré de significativité a été représenté sur chaque graphique
par des étoiles quand la comparaison a été effectuée avec le lot témoin.

“P<0.001 (trés significatif)

"P<0.01 (significatif)

“P<0.05 (légérement significatif)

ns : non significatif
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I11. Résultats

1. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits des racines de RT par le test de
DPPH
Le radical (DPPH) est utilisé pour déterminer la capacité antioxydante. En présence d’un

antioxydant. Le (DPPH) est réduit en DPPH-H et son absorbance spectrophotométrique
diminue. L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical (DPPH)
aprés 30 min d’incubation. Parmi les 4 extraits testés, ¢’est I’extrait butanolique qui représente
I’extrait le plus actif avec une ICsp de 118,4 mg/ml suivi par I’extrait éthanolique avec une IC50
de 156,4 mg/ml. L’extrait acétate d’éthyle et aqueux présentent une activité antioxydante trés
faible avec une ICsp de 206,2 mg/ml et 279,3 mg/ml respectivement (Tableau 11).

L’acide gallique est utilis¢ comme antioxydant standard. Il a montré une activité
antioxydante trés puissante avec une ICso de 64,5 mg/ml. En comparaison avec 1’antioxydant
standard, 1’extrait butanolique et éthanolique s’avérent modestement actifs.

Tableau 15: Activité antioxydante (test de DPPH) des extraits des racines de RT

Extraits 1Cs0 % en mg/mL Acide gallique
Ethanolique 156,4 + 2,76 64,5+0,7
Butanolique 118,4+25

Acétate d'éthyle 206,2 + 0,68

Aqueux 279,3+ 3,01

2. Evaluation de I’effet hépato-protecteur de I’extrait éthanolique des racines de RT
a- Evaluation des parameétres biochimiques

Les analyses biochimiques des paramétres sériques, de I'ALAT, I'ASAT, PAL, GGT et la
bilirubine directe ont été estimées comme des biomarqueurs de la fonction hépatique. Ces

résultats sont présentés dans la Figure 42.

L’administration de tétrachlorure de carbone CCls chaque 72 heures pendant 10 jours a
provoqué une monté significative (P<0.001) des marqueurs sériques enzymatiques en
particulier les transaminases (ASAT, ALAT et GGT), la phosphatase alcaline (PAL) et la
bilirubine directe en comparaison avec le groupe témoin. Toutefois, le traitement avec I’extrait
éthanolique des racines de RT a entrainé une baisse significative (P<0.001) du taux sérique des
transaminases ainsi que la PAL et la bilirubine directe comparativement aux groupes traité par
le CCl4 (Figure 42).
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Figure 42: Effet de I’extrait éthanolique des racines de RT sur les taux sériques des paramétres
biochimiques. (ASAT) : Aspartate aminotransférase ; (ALAT) : Alanine aminotransférase ;
(PAL) : Phosphatase alcaline ; (GGT) : Gamma-glutamyl-transpeptidase, Bilirubine directe.

Valeurs exprimées en Moyenne

=+

écart type (n=6). ***P<0.001. Les valeurs sont

significativement différentes comparées au controle ; (*#) P<0.001 comparées au groupe qui a
recu I’huile d’olive ; (°°°) P< 0.001 comparées au groupe qui a regu 1’extrait.
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b-Analyse des coupes histopathologique du foie

Les analyses des coupes histologiques du foie des groupes témoins (1 et 2) ont montré une
architecture cellulaire normale (Figure 43) avec un cytoplasme bien conserve, un noyau et un
nucléole proéminents et une veine centrale bien mise en évidence (Figures 43: A et B). Toutefois,
les sections hépatiques de rats intoxiqués au CCls (groupe 3) présentaient des changements
graisseux massifs, une nécrose, une degenérescence en ballon (ballonisation), des histiocytes et
des lymphocytes infiltrés autour de la veine centrale, une clarification et une perte des frontiéres
cellulaires (Figure 43 C). L'architecture histologique des sections hépatiques de rats traités avec
un extrait (groupe 4) présentait une configuration lobulaire plus ou moins normale avec un léger
changement de graisse, sans lésions hépatocytaires. Cette configuration est presque comparable
a celle du témoin normal (Figure 43 D).

Figure 43: Coupes histologiques des modifications hépatiques chez les rats intoxiqués par le
CCly et traités par I’extrait éthanolique de RT (Grossissement 20x et 40x). (A) Section
hépatique des rats témoins (B) Section hépatique des rats traités a I'huile d'olive présentant des
cellules hépatiques normales avec un cytoplasme bien conservé; veine centrale bien mise en
évidence; noyau et nucléole saillants. (C) Section du foie des rats traités par le CCls. Cholestase
avec inclusion intra-cytoplasmique biliaire. Changements massifs de graisse, nécrose,
ballonisation dégénérescence. (D): Section hépatique des rats traités par le CCls + huile d’olive
et extrait de RT. Motif lobulaire normal avec un léger degré de changement de graisse, sans
nécrose presque comparable au contréle normal.
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3. Evaluation de I’effet antilithiasique
a- Analyse physiopathologique de I'urolithiase induite par EG/AC chez le rat

Le traitement des rats pendant 10 jours par EG/AC a entraine la formation d'urolithiase et
des modifications des parameétres urinaires, sériques et rénaux. L'analyse des changements
induits montre que notre modéle expérimental reproduit la pathophysiologie d'une forme
d'urolithiase chez le rat. Comme le montre le tableau 16, les taux d'urée, de créatinine, d'acide
urique, de calcium et de phosphore dans le groupe lithiasique (G2) ont été significativement
élevés (P<0,001) comparativement au groupe témoin (G1). Les concentrations sériques de
I’'urée, de la créatinine, d'acide urique, de calcium et de phosphore étaient également
significativement élevees (P<0,001) dans le groupe urolithiasique comparativement au groupe
témoin. Par ailleurs, des changements similaires ont affecté les concentrations des électrolytes
(Na+, Cl-, K+) dans les urines et le sérum. Les urines du groupe urolithiasique contenait des
concentrations élevées significatives (P<0,001) de potassium, de chlorure et de sodium par
rapport aux groupe témoin. Sur le plan anatomopathologique, des altérations histologiques
marquées (Tableau 17), y compris l'infiltration de cellules mononucléaires interstitielles et des
dommages dans les glomérules, ont été observées dans le groupe urolithiasique mais pas dans

le groupe témoin.
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Tableau 16: Taux sériques et urinaires des parametres biochimiques chez les rats

Urine Sérum

Paramétres Gl G2 Gl G2

Témoin Lithiasique Témoin Lithiasique
Urée (g/l) 33,96+0,95 311,6745,66*** 0,26+0,02 5,91+40,17***
Creatinine (mg/1) 27,75+1,66 116,28+4,02*** 5,49+0,21 39,51+4,86***
Calcium (mg/1) 74,36+1,36 217,08+3,73*** 103,77+1,01 119+1 59***
Acide urique (mg/l) 58,33+3,48 230,5+10,79*** 10,7140,29 44,86+3,001***
Phosphore (mg/1) 12,8340,601 2169,41+1 47*** 83,34+0,33 107,16+1,74%**
Sodium (mmol/1) 8,33+0,21 18,33+0,49%** 137,53+0.29 182,55+2,322***
Potacium (mmol/l) 6,13+0,16 196,0340,81*** 93,68+0,72 151,55+1,30%**
Chlore (mmol/l) 36,45+0.59 132,31+0,75*** 8,24+0,07 12,27+0,34***
Protéine 0,28+0,01 1,03£0,04*** - -

Valeurs exprimées en Moyenne * écart type (n=6).

***pP<(0.001. Les valeurs sont significativement différentes comparées aux témoins négatifs

Tableau 17: Changements histopathologiques dans les reins des rats traités par EG/AC

Gl G2
Témoin lithiasique
Dégénérescence albumineuse +++
Infiltration des cellules mononucléaires +++
Hémorragie rénale +++
Désorganisation morphologique
+++

des tubules et des glomérules

Les changements ont été compilés et la moyenne a été calculée a partir de six rats adultes méles par groupe.

() : aucune altération, (++++) : altération marquée.
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b- Evaluation de P’activité antilithiasique des extraits éthanolique et acétate d’éthyle de
RT sur la physiopathologie de la lithiase urinaire induite par EG/AC

» Variation du poids corporel des rats

La figure 48 représente la variation du pourcentage de gain ou de perte de poids en fonction
du temps. L analyse des courbes montre que les poids corporels moyens (PCM) des six groupes
expérimentaux étaient semblables au début de I’expérience. Apres les dix jours de traitement
avec 1’éthyléne glycol, le PCM des cinq groupes a diminué par rapport au groupe témoin. La
figure 44 montre également que le groupe lithiasique présente une diminution plus importante
(P<0,001) de poids corporel par rapport au témoin négatif et au groupes traités par les extraits
de racines de RT. D’autre part, le groupe traité par 1’extrait éthanolique de RT (E-RT) (1 et

2¢g/kg) n’a pas présenté un chue de poids significative par rapport au groupe témoin négatif

50 -
40 - =@=Témoin négatif ==@=Témoin positif EA-RT 1g/kg
30 - =@=FA-RT 2g/kg =—0=E-RT 1g/kg E- RT 2g/kg
20 A
10 4

PR PRSP

-10 4
=20 -
-30 4

'50 T T T T T T T T T 1 Temps {jours)

La différence cumulative du poids corporel (g)
o

Figure 44: Variation du poids corporel des rats pendant les dix jours de 1’expérience: Les
données sont présentées sous forme de moyenne =+ écart-type. Les valeurs sont
significativement différentes comparées au témoin négatif; (***) P< 0.001, (**), P <0.01, *P
<0,05
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» Analyse microscopique des urines

L'analyse microscopique des urines du groupe témoin négatif présente un aspect clair avec
absence de cristaux de CaOx (Figure. 45, A). Cependant, le traitement par EG/AC a entrainé la
formation de cristaux de CaOx bipyramidiques (Figure 45, B). Le traitement concomitant avec
les deux doses des extraits de RT a diminué le nombre et la taille des cristaux d'une maniére

proportionnelle & la dose (Figure. 45, C, D, E et F).

Figure 45: Cristaux typiques d'oxalate de calcium observés au microscope optique (Leica
DMD 108) (50 x) dans les urines de 24 h chez les rats. Groupe témoin (A), groupe lithiasique
(B), groupes traités avec EA-RT a 1g/kg (C) et 2 g/kg (D) et groupes traités avec E-RT a 1g/kg
(E) et 2 g/kg (F).

» Dosages sériques et urinaires des parametres biochimiques

Dosage sérique

Les taux sériques d'urée, de créatinine, d'acide urique, de calcium, de phosphore, de
chlorure, de sodium et de potassium étaient significativement (p<0,001) plus élevés chez le
groupe lithiasique (G2). Ces concentrations ont été considérablement réduites par le traitement
préventif avec les deux doses d'E-RT (1 et 2 g/kg) et la dose élevée d'AE-RT (2g/kg). La dose
élevée d'E-RT s'est avéré la plus efficace dans le rétablissement de ce disfonctionnement rénal
(Tableau 18).
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Tableau 18: Taux sériques des parametres biochimiques chez les rats

G1 ©2 G3 G4 G5 G6
Paramétres Témoin négatif Groupe E-RT 1g/kg E-RT2g/kg  AE-RT1g/kg  AE-RT 2g/kg
lithiasique

Urée (g/l) 0,260,02 5,01+0,17 b 0.40£0.01°2  0,31:0,02409  045:0.072>  0,380.04%¢
Créatinine (mg/l) 5,490,21 39,51+4,86° 5,650,712 5,16+0,79 2 7,08+0.37 2 6,93+0,832
Calcium (mmg/l) 103,77+1,01 1194+1,59 b 106,33t0,982  104,50+1,032  109,5#2,09%( 107,741,632
Acide urique (mg/l) 10,7120,29 44,86£3,001°  13,6620,95° 11,00¢1,03° 18,661,840  14,6621,60 & (™
Phosphore (mg/l) 83,34+0,33 107,16+1,74"> 85441392 84,03+340°  92,76$323*¢  91,38+1,26°
Sodium (Na*) (mmol/l) 137,53£029  18255+2,322°  139,20:054°  137,63t0532  141,68+0,672" 139,972,072
Chlore (CI) (mmol/l) 93,68+0,72 151,55£1,30"  94,49+1.17 2 930,81 2 96,48+0,76 @ 95,34+0,96 @
Potacium (k*)(mmol/l) 8,24+0,07 12,2740,34 > 8,55+0.07 2 8,36+0.09 2 9,11+0,39 2 8,5640,25 2

Valeurs exprimées en Moyenne + écart type (n=6).

8P<0.001: Les valeurs sont significativement différentes comparées au témoin positif (lithiasique groupe).

bP<0.001, ¢P<0.01, 9P<0.05: Les valeurs sont significativement différentes comparées aux témoins négatif.

() - |_es valeurs ne sont pas significativement différentes comparées aux témoins négatif

Dosage urinaire

Les concentrations d'urée, de créatinine, d'acide urique, de calcium, de phosphore, de

chlore, de sodium, de potassium et de protéines étaient significativement plus élevées

(P<0,001) chez le groupe lithiasique en comparaison au groupe témoin négatif. Le traitement
par les extraits (E-RT et AE-RT) a empéché d’une fagon significative (P<0,001, P<0,01 et

P<0,05) I’augmentation de ces parametres biochimiques induits par EG/AC. La dose élevée

d'E-RT (G 4) s'est avérée étre la fraction la plus efficace (Tableau 19).
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Tableau 19: Dosage des parameétres biochimiques dans les urines

G2
Gl G3 G4 G5 G6

Parametres Lithiasique

Témoin négatif E-RT 1g/kg E-RT 2g/kg EA-RT 1g/kg EA-RT 2g/kg

groupe

Urée (g/l) 33,96+0,95 317,90+0,95° 27,15+1,85%°¢ 34,12+1,272M) 28,53+1,64 ) 25,96+0.26 & ¢
Creatinine (mg/l) 27,75£1,66 116,28+4,02 ° 35,98+1,53&°¢ 31,32+1,07 @) 38+2,312b 35,21+1,66 24
Calcium (mmg/I) 74,36+1,36 217,08+3,73 98,16+2,65 &P 73,57+1,76 2 83,95+3,79 ) 77,66+1,56 2
Acide urique (mg/l) 58,33+3,48 230,5+10,79 ° 101,83+0,703 & 703,142 () 121,83+£0,94 20 149,83+0,98 &
Phosphore (mg/l) 12,83+0,601 2169,41+1,47° 34,98+0,78 20 17,16+0,47 24 234,25+0,93 20 163,16+0,94 &b
Sodium(mmol/l) 8,33+0,21 18,33+0,49 b 10+0,572) 9,83+1,162() 8,66+0,49 as) 12+0,57 ¢
Potacium(mmol/l) 6,13+0,16 196,03+0,81 " 42,74%0,73% P 12,670 2 22,56+0,29 &b 17,38+0,16% b
Chlore (mmol/1) 36,45+0.59 132,31+0,75° 99,42+0,50 &P 56,66+0,34 20 107,55+2,61 &P 68,94+0,98%°
Protéine (mg/l) 0,28+0,01 1,03+0,04 ® 0,36+0,06 2 (™) 0,11+0,009 24 0,78+0,022 P 0,76+0,012°

Valeurs exprimées en Moyenne + écart type (n=6).
8P<0.001: Les valeurs sont significativement différentes comparées au témoin positif (lithiasique groupe).
bP<0.001, ¢P<0.01, 9P<0.05: Les valeurs sont significativement différentes comparées aux témoins négatif.

() : Les valeurs ne sont pas significativement différentes comparées aux témoins négatif

> Analyse des coupes histopathologique des reins

L’analyse des coupes histologiques des reins du groupe témoin négatif montre une structure
cellulaire normale dans les glomérules, les tubules rénaux et les vaisseaux sanguins (Tableau
20 et Figure 46, A), tandis que celles du groupe lithiasique présentaient des Iésions tissulaires
graves et importantes. Les altérations comprenaient une infiltration interstitielle de cellules
mononucléaires, une dilatation tubulaire et des lésions de glomérules (Tableau 20 et Figure 46,
B).

Par ailleurs, le traitement avec 1’extrait éthanolique de RT (1 et 2 g/kg) a empéché les
altérations tissulaires (Figure 46). L’extrait EA-RT (1 et 2 g/kg) et a été efficace dans la
prévention des lésions tissulaires induites par 1’éthyléne glycol. Les coupes histologiques
rénales des rats traités par EA-RT ont montré des structures cellulaires normales dans les
tubules rénaux, les vaisseaux sanguins et les glomérules (Figure 46, E-F). De plus, les deux
extraits éthanolique et acétate d’éthyle de RT ont empéché l'infiltration des cellules
mononucléaires et I'némorragie. L’extrait E-RT a montré une efficacité plus importante que
I’extrait 'EA-RT (Tableau 20).
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Tableau 20:Changements histopathologique des reins des rats avec ou sans traitement par

G3 G4 G5 G6
Gl G2
o o EA-RT EA-RT E-RT E-RT
Témoin lithiasique
lo/kg 20/kg lo/kg 20/kg
Dégénérescence albumineuse - +++ ++ + - -
Infiltration des cellules mononucléaires - +++ ++ + - -
Hémorragie rénale - ++ 4+ + + + + -
Désorganisation morphologique
- ++ + ++ ++ + +

des tubules et des glomérules

Les changements ont été compilés et la moyenne a été calculée a partir de six rats adultes males par groupe.

(-) : aucune altération, (+) : 1égere altération ; (++) : altération modérée ; (++++) : altération marquée.
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Figure 46: Coupes histologiques rénales des rats témoins et traités colorées a I'hématoxyline et
a l'éosine observées au microscope optique (50 x).Témoin négatif (A),Témoin positif
(lithiasique)(B), traités par EA-RT a 1 g/kg (C) et 2 g/kg (D), traités par E-RT a 1g/kg (E) et
29/kg (F).
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4. Effet des extraits des racines de RT sur la fonction plaquettaire chez le rat.
a- Effet antiagrégant des différents extraits des racines de RT

Afin de sélectionner I’extrait qui présente une importante activité antiagrégante
plaquettaire, les plaquettes lavées de rats ont été préincubées avec les cing extraits (éthanolique,
acétate d’éthyle, hexanique, butanolique et aqueux) a deux doses, (250ug/ml et 500pg/ml). La
Figure 47 montre que 1’agrégation induite par le collagéne 2ug/ml est inhibée différemment
par les cing extraits. La réalisation des courbes dose réponse de ces extraits en présence du
collagéne (Figures 47 et 48), a montré que I’effet inhibiteur maximal de 1’agrégation
plaquettaire (10% et 20%) est obtenu a 500ug/ml et 250pg/ml, pour 1’extrait butanolique et
500ug/ml et D’extrait acétate d’éthyle (39%) respectivement. Les analyses statistiques de ces
résultats montrent que I’extrait butanolique présente une activité plus importante par rapport a
I’extrait acétate d’éthyle (P<0,001). Aux mémes doses, les 3 autres extraits (éthanolique,

aqueux et hexanique) ne possédent aucune activité antiagrégants plaquettaire.
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Figure 47: Effets des différents extraits organiques des racines de RT sur 1’agrégation
plaquettaire induite par le collagéne. Les plaquettes sont incubées pendant 1 min a 37 °C en
présence de différents extraits avant 1’addition de I’agonistes; (n= 3). »P<0,01; »+P<0,001 et
(ns). Non significatif Vs controle (test t).
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Figure 48: Tracés originaux de 1’agrégation plaquettaire montrant I’effet des différents extraits
organiques des racines RT a 500 pg/ml en présence du collagéne (2ug/ml).
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Figure 49:Tracés originaux de I’agrégation plaquettaire montrant I’effet des différents extraits
organiques des racines RT a 250 pg/ml en présence du collagéne (2ug/ml).
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b- Effet antiagrégant de I’extrait butanolique des racines de RT in vitro et ex vivo
» Test d’agrégation in vitro

Les tests réalisés en présence des différents extraits a deux concentrations 250 et 500ug/ml
ont montrés que c’est I’extrait butanolique qui possede un effet antiagrégant plaquettaire tres
important. Pour confirmer cet effet, une courbe dose réponse est réalisée en utilisant les
concentrations (250, 500 et 1000 pg/ml) en présence du collagéne.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait butanolique des racines de RT inhibe
significativement (P<0.001) I’agrégation plaquettaire de maniére dose dépendante (Figure 50).
Les analyses statistiques ont montré que L’B-RT a 1mg/ml provoque une inhibition maximale
de I’agrégation plaquettaire (1,48 % +0,76) (Tableau 21).

Tableau 21: Effet inhibiteur de I’extrait butanolique de RT sur 1’agrégation plaquettaire
induite par le collagene

Collagéne 2ug/ml B-RT 250ug/ml B-RT 500ug/mi B-RT 1000ug/mi
(Control)
% 69,85+1,86 9,44+0,39™" 4,30+1,82" 1,48+0,76™
d’agrégation n=3 n=3 n=3 n=3

Valeurs moyennes + SEM.

***pP < (0,001 en comparaison avec le contrdle (collagéne).
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Figure 50: Tracés originaux montrant 1’effet inhibiteur de I’extrait butanolique des racines de
RT sur ’agrégation plaquettaire chez le rat, induite in vitro par: le collagéne (2ug/ml).La

suspension plaguettaire est incubée 5 min a 37°C en absence (contrdle) et en présence de 1’B-
RT (250, 500 et 1000 pg/ml).
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» Test du temps de saignement (TS) ex vivo

L’¢étude réalisée sur le TS chez le rat a permis de montrer que 1’extrait butanolique, des
racines de la plante, administré oralement a 100 mg/kg a prolongé significativement (P < 0,001)
ce parametre en comparaison avec le témoin (contrdle négatif). Cette prolongation est similaire
a celle obtenue chez le groupe traité par ’aspirine. L’administration orale du collagene a forte
dose a significativement (P < 0,001) réduit le temps de saignement par rapport au témoin
(Figure 51). Par ailleurs, le prétraitement des rats avec 1’extrait butanolique des racines de RT
(100 mg/kg) a significativement (P < 0,01) empéché I’agrégation plaquettaire induite par le
collagéne a forte dose en comparaison avec le groupe contréle positif (groupe traité uniquement
avec le collagene forte dose). Par conséquent, le temps de saignement est similaire a celui du

groupe témoin. Les résultats obtenus ont été comparé avec ceux du groupe prétraité par

I’aspirine.
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Figure 51: Effet de I’extrait butanolique des racines de RT sur le temps de saignement chez le
rat. Valeurs moyennes + SEM (n = 5); ""P<0.001 versus Controle négatif ; *P<0.01,
###P<0.001 versus Collagéne forte dose.
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» Analyse du taux des plaguettes sanguines

Le traitement par 1’extrait butanolique des racines de RT et 1’aspirine n’a pas modifié la
numération plaquettaire. Tandis que le traitement par le collagene a forte dose a
significativement (P < 0,001) entrainé une thrombopénie (réduction de taux des plaquettes).
Par ailleurs, le prétraitement avec 1’extrait butanolique des racines de la plante ainsi que
I’aspirine ont empéché de maniére significative (P < 0,001) la réduction du taux des plaquettes.
L'effet de retournement de B-RT a atteint un niveau qui ne différe pas statistiquement du groupe
témoin (contrdle negatif) (Figure 52).
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Figure 52: Effet de 1’extrait butanolique des racines de RT sur le temps de saignement chez le
rat. Valeurs moyennes = SEM (n = 5); * P<0.05; "“P<0.001 versus Controle négatif ;
###P<0.001 versus Collagene forte dose.

c- Etude des effets des extraits des racines de RT sur le sang humain

C’est une étude comparative sur le sang humain, qui a permis d’évaluer in vitro I’effet de
I’extrait butanolique des racines de RT sur les plaquettes humaines. L’effet antiagrégant
plaquettaire des extraits des racines de RT est étudié par incubation du PRP humain avec
différentes concentration (250, 500 et 1000 pg/ml) pendant 5 minutes. L.’agrégation plaquettaire
est ensuite induite par I’addition d’un agoniste (I’ADP (50 uM), I’acide arachidonique (15 Mm)
ou la thrombine (0.2 U/ml).

Les résultats obtenus montrent que I’extrait du B-RT inhibe 1’agrégation plaquettaire de
maniere dose dépendante (Tableau 22 et Figure 53). Les analyses statistiques ont montré que
I’extrait B-RT a 500 et 1000 ng/ml provoque un effet inhibiteur maximal lorsque I’agrégation
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est induite par la thrombine (18,33+3,48 % et 5+0,57 %) ou I’ADP (36,55+1,34 et 25,05+0,91)
respectivement (n=3). Cependant, 1’effet inhibiteur maximal de 1’extrait B-RT en présence de
I’acide arachidonique (35,66 + 2,60 %) n’est obtenu qu’a 1000 mg/ml (n = 3). L’activité
inhibitrice est significativement moins importante (P<0,05) lorsque 1’agrégation est induite par

’acide arachidonique en comparaison avec celle de I’ADP et la thrombine (P<0.001).

Tableau 22: Inhibition de 1’agrégation plaquettaire (%) par les différentes concentrations de
I’extrait B-RT.

Controle B-RT B-RT B-RT
250ug/ml 500ug/ml 1000ug/ml

< ADP (50uM) 74,06+ 2,96 67,69+0,77 36,55+1,34 25,05+0,91

c

2 Acide

T U L 77,66+1,85 75+ 4,5 78+ 8,7 35,66+ 2,60*

2 < arachidonique

S (15Mm)

<

Thrombine

(0.2 U/ml) 88.33+ 1,76 73,00£6,50  18,33+3,48 5+0,57

Valeurs moyennes = SEM (n = 3);"“P<0.001, "P<0.05 versus Contrdle
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Figure 53: Tracés originaux montrant I’effet de I’extrait butanolique de RT sur 1’agrégation
plaquettaire des plaquettes humaines en présence de I’ADP 50uM (A), acide arachidonique
15mM (B) et la thrombine 0.2U/ml (C)
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IV Discussion

a- Evaluation de activité antioxydante des extraits de RT par piégeage du radical libre
DPPH.
L’activité antioxydante des différents extraits des racines de RT a été évaluée par la

méthode du piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus ont montré que certains
extraits possédent un pouvoir antioxydant puissant alors que d’autres ne I’en possédent pas. En
comparaison avec l’antioxydant standard 1’acide gallique, c’est 1’extrait butanolique et
¢thanolique qui s’aveérent modestement actifs. Tandis que les extraits acétate d’éthyle et aqueux
présentent une activité antioxydante tres faible. En effet, il a été démontré précédemment que
les racines de RT contiennent des polyphénols, Le dosage de ses composés vient conforter ce
résultat. Il ressort également que 1’activité antioxydante dépend de la qualité des composés
phénoligques et non uniquement de leur quantité comme cela a été rapporté par Saadaoui et al.,
(2007). Nous avons trouvé que I’extrait éthanolique des racines de RT posséde un taux élevé
en polyphénols, néanmoins une activit¢é antioxydante faible. Contrairement a [’extrait
butanolique qui a montré une activité antioxydante importante, néanmoins une faible teneur en
polyphénols totaux. L’analyse quantitative des extraits par HPLC a montré que 1’extrait
éthanolique referme plusieurs molécules bioactives par rapport a 1’extrait butanolique. Cette
différence pourrait étre dd en grande partie a la composition chimique des deux extraits et aussi

a I’effet antagoniste entres les composés.

b- Evaluation de I’effet hépato-protecteur de I’extrait éthanolique des racines de RT
L’ictére provoqué expérimentalement chez les rats (Sprague Dawley) dans cette étude est le

résultat de la toxicité par le tétrachlorure de carbone (CCls), un toxique organochlore a tropisme
essentiellement hépatique et un agent potentiel cité par plusieurs chercheurs (Shah et al., 2009 ;
Sanmugapriya, 2006). En outre, les changements associés a des Iésions hépatiques induites par
le CCl4 sont similaires a celui de ’hépatite virale aigué (Suja et al., 2004).

Son mécanisme d’action physiopathologique décrit par plusieurs auteurs, entre autres
(Sarada et al., 2012 ; Lettéron et al., 1990) permet de mieux appréhender les dommages
hépatiques dont il est responsable. En effet, la métabolisation hépatique du CCls commence par
sa transformation en ses métabolites primaires (Trichlométhyl CCls et trichlométhylperoxyde
CCI3002) grace au cytochrome P450 oxydase hépatique, principal systéme enzymatique
responsable des réactions d’oxydo-réduction des xénibiotiques au niveau hépatique. Le
trichlométhylperoxyde est un radical libre hautement réactif, qui va initier une lipoperoxydation

autrement dit oxydation des acides gras polyinsaturés des phosphomembranes lipidiques des
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hépatocytes. Une consequence de cette activité radicalaire est la desagrégation des membranes
des hépatocytes dont les enzymes intra-cytoplasmiques entre autres les transaminases (ASAT et
ALAT), la gamma GT et la phosphatase alcalines (PAL), vont se déverser dans le milieu
extracellulaire (plasma sanguin) (Singh et al., 1998 ; Ozturk et al., 2009). L’¢élévation de ces
marqueurs sériques a localisation cytoplasmique est attribuée a I’endommagement de 1’intégrité
structurale des hépatocytes et par conséquent le développement de I’hépatotoxicité.

La bilirubine est un autre biomarqueur de confirmation de la toxicité hépatique. C’est une
protéine excrétée par voie biliaire apres conjugaison dans les hépatocytes. Lors d'insuffisance
hépatique, les hépatocytes 1ésés sont incapables d'assurer complétement la conjugaison de la
bilirubine; il s'en suit une accumulation dans le sang de bilirubine provenant de I'hémolyse
physiologique et secondairement un ictére.

Les résultats de la présente étude ont révélé une augmentation significative des activités
sériques des transaminases, GGT, PAL et bilirubine directe sur I’exposition au tétrachlorure de
carbone CCls (groupe 3), indiquant des dommages considérables hépatocellulaire. Ceci a été
confirmé par les analyses histologiques du foie des rats traités par le CCls seul, qui ont montré
des Iésions hépatocytaires cytolytique et choléstatiques avec clarification et perte des frontiéres
cellulaires.

L’administration de I’extrait éthanolique de RT a une dose de 1g/kg, trois jours avant et
pendant le traitement par le CCls, provogue un processus de restauration des marqueurs
biochimiques de la fonction hépatique ainsi que les niveaux de la bilirubine directe, vers une
évolution a la normale. Ceci, illustre la capacité de 1’extrait a assurer une protection de I’intégrité
des membranes des hépatocytes contre 1’intoxication organochloré (CCls), et stimuler les
fonctions métaboliques du foie, en particulier la conjugaison de la bilirubine. Cette éventualité
expliquerait la baisse de la bilirubinémie totale des rats traités avec I’extrait. L’effet
hépatoprotecteur a été évalué également par une étude histopatholologique du foie du groupe
traité (groupe 4) et des groupes témoins (groupes : let 2), qui ont montré une architecture
histologique plus ou moins normale sans lésions hépatocytaires presque comparable a celle du
témoin.

Le mécanisme d’action de 1’effet hépatoprotecteur présenté par 1’extrait éthanolique des
racines de RT pourrait étre attribué a son activité antioxydante ainsi que sa composition
phytochimique. En effet, il a été démontré précédemment (¢tude phytochimique) que 1’extrait
éthanolique de RT posséde une activité antioxydante marquée, et cette activité antioxydante est
probablement associée a la composition poly phénolique identifiée par 1’analyse HPLC.
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Il a été établi que les activités hépato protectrices peuvent étre liées a la capacité antioxydante
de piéger les espéces réactives de I’oxygene (ERO) (Chang et al., 2007). En effet, il a été
démontreé que les antioxydants issus de plantes peuvent prévenir la toxicité du CCls par inhibition
de la peroxydation lipidique. Teselkin et al., (2000) et Harish et al. 2006 ont effectué un test de
TBA sur P. niiruri in vivo, et ont démontré une grande habilité de cette plante a inhiber la
peroxydation lipidique qui est d’environ de 50%, alors que dans I’expérience menée par Naskar
et al., (2010) I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Phoenix dactylifera a démontré un
pouvoir inhibiteur de 24% uniquement. D’autre plantes telles que Silypbum marianum (L.)
Gaertner, Cynarascolymus L., Taraxacum officinale Weber, et Angelica archangelica L. ont
montrés leurs grandes efficacités dans la prévention des maladies du foie et des reins,
individuellement ou en combinaison (Karakus et al., 2017). Ceci explique que 1’efficacité des
plantes a contrdler la toxicité de CCls est attribué a ses constituants, soit par la capacité d'induire
les enzymes microsomales, soit par 1'accélération du 1’¢limination de CCls ou par inhibition de
la peroxydation lipidique (Qureshi et al., 2010). En comparaison avec les résultats de notre étude,
nous pouvons supposer que I’extrait éthanolique de RT protege les cellules hépatocytaires via sa
capacité a ¢liminer les radicaux libres issus de I’activation du CCls ou bien a I’inhibition du
cytochrome P450, ’enzyme responsable de la transformation de CCls en des métabolites,
notamment le radicale trichlorométhyle et le trichlorométhyle peroxyde.

L’analyse qualitative et quantitative par HPLC de I’extrait éthanolique de RT a mis en
évidence la présence de quatre molécules majoritaires qui sont : la quercetine, la catéchine, la
vanille et 1’acide rosmarinique. Ainsi, On pourrait émettre ’hypothése selon laquelle I’effet
hépatoprotecteur de I’extrait éthanolique s’exercerait via ces quatre molécules. En effet, plusieurs
travaux récents ont démontré que la quercetine posséde un effet protecteur puissant contre
I’inflammation induite par le CCls, en supprimant 1’activation TLR2/4 et du MAPK/NF-kB et en
inhibant les taux de iNOS, COX-2 et IL-1p (Lin et al., 2014 ; Tu et al., 2012 ; Bhaskar et al.,
2011, Byun et al., 2013). D’autre travaux ont rapportés que 1'administration de la quercetine
atténuait les dommages oxydatifs induits par le CCls en inhibant la génération de ROS dans les
cellules hépatocytaire (Ma et al., 2015). Pareil pour la catéchine, il a été prouvé que cette
molécule possede une activité antioxydante trés sollicité dans le traitement et la prévention de la
cirrhose hépatique (Hassan et al., 2009). Siegers et al., (1982). Ces auteurs ont rapporté que la
catéchine pouvait abaisser I'élévation des triglycerides hepatiques et de I'hydroxyproline d'une
maniere dose-dépendante face a une toxicité hépatique induite par le CCls. Par ailleurs, la
vanilline comme tous les flavonoides posséde un potentiel antioxydant plus important que I’acide
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ascorbique et le trolox (Tai et al., 2011), de plus il a été rapporté que la vanilline inhibe la
peroxydation des lipide et I’oxidation des protéines induites par la photosensibilisation dans les
mitochondries des hépatocyte (Kamat et al., 2000). Dans une autre étude similaire, Makni et al.,
(2012) ont démontré 1’effet protecteur de la vanilline contre les altérations érythrocytaires
induites par le CCls via son mécanisme d’inhibition de la peroxydation des phospholipides
membranaires.

De notre c6té, nous pouvons suggeérer que la diversité des composés polyphénoliques de
I’extrait éthanolique de RT expliquerait la grande activité hépatoprotectrice face a une
hépatotoxicité induite par le CCls. Ainsi nous pouvons supposer que le mécanisme d’action de
le foie. La compréhension des mécanismes qui expliquent 1’effet hépato-protecteur de I’extrait
éthanolique des racines de RT est trés important pour développer de nouvelles molécules pour le
traitement des atteintes hépatiques.

c- Evaluation de I’effet anti-urolithiasique des extraits éthanolique et acétate d’éthyle
des racines de RT.
RT est une plante qui fait partie de la famille des Rubiacées dont la racine est utilisée en

médecine populaire pour guérir diverses maladies, dont les calculs rénaux et les maladies de la
vessie dans plusieurs pays d'Asie et d'Europe (Agarwal et Varma, 2015 ; Derksen et Vanbeek,
2002) et aussi au Maroc (données non publiées). Afin de confirmer ou d’infirmer cet usage,
nous avons recherché si les extraits des racines de RT auraient un effet contre la lithiase rénale.

Pour comprendre les mécanismes impliqués dans la genese des calculs urinaires et pour
évaluer les effets de divers agents thérapeutiques sur le développement et la progression de cette
maladie lithiasique, plusieurs modeéles in vivo ont été développés (Atmani et al., 2004, Fan et
al., 1999). Le rat est ’animal le plus utilisé dans les modéles du dépdt des cristaux d’oxalate de
calcium dans les reins, un processus imitant la formation des calculs rénaux chez les humains
(Atmani et al., 2004). Ces modeles in vivo ont utilisé soit 1’éthyléne glycol seul, soit combiné
avec d’autres produits, comme le chlorure d’ammonium, la vitamine D3, la gentamycine, ou
une diéte pauvre en magnésium. Le chlorure d’ammonium étant le plus utilisé (Fan et al., 1999).

Le choix de ce modéle expérimental est basé sur le fait que I’insuffisance rénale produite
n’est pas si grave, et que les calculs s’accumulent lentement et graduellement dans les reins des
rats. L’EG reste ainsi le principal responsable de la formation des cristaux d’oxalate de calcium
(CaOx) dans les reins (des lésions rénales tubulaires et parfois glomérulaire) (Robinson et al.,

1990). Une telle action est sexe-dépendante : les femelles des rats développent la lithiase a des
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doses plus élevées par rapport aux males. Cette remarque a été discutée dans la littérature
(Melnick, 1984; Depass et al., 1986), certains auteurs suggerent que cette différence peut étre
expliquée par la grande aptitude des rats a transformer I’EG en oxalate.

Au fur et a mesure que nous réexaminerons différents parametres du modéle EG/AC de
I'urolithiasis chez le rat, nous discuterons d'abord de la physiopathologie de ce modéle a la
lumiere de nos résultats.

Les résultats de la présente étude ont montré qu'en réponse a l'administration de 0,75 %
d'EG et de 2 % d'AC pendant 10 jours, les rats males ont développé des calculs rénaux composés
principalement de CaOx. lls perdent du poids parce gu'ils boivent moins d'eau et cessent
presque de manger. Le modele EG/AC induit dans cette étude, est similaire aux modeles
expérimentaux d'urolithiase décrits précédemment (Ravindra et Sunsil, 2016 ; Atmani et al.
,2003 ; Huang et al., 2002).

Les mécanismes physiopathologiques responsables des altérations induites dans ce modéle
pourraient étre liés a une augmentation de la concentration urinaire en oxalate du calcium. EG
est facilement absorbé le long de l'intestin, puis métabolisé dans le foie en CaOx, entrainant
ainsi, une hyperoxalurie. L’oxalate précipite dans l'urine sous forme de CaOx en raison de sa
faible solubilité. Des niveaux élevés de cristaux de Ox et de CaOx, en particulier dans les
cellules épithéliales du néphron, induisent une nucléation hétérogene suivie d'une agrégation
des cristaux (Scheid et al., 2004 ; Thamilselvan et al., 2003). Le chlorure d’ammonium (AC)
potentialise I'action de I’EG et accélére le phénomene d'urolithiase (Fan et al., 1999).

L'examen microscopique des urines a clairement montré que le traitement induisant
I'urolithiase a conduit a I'apparition de cristaux de CaOx avec une forme bipyramide dans les
urines, alors que les urines de rats témoins non traités étaient exemptes de ces cristaux. Ce
résultat est similaire aux données rapportées précédemment (Ravindra et Sunsil, 2016) et
pourrait étre associé a une diminution du débit urinaire, un pH élevé, une hyperoxalurée et une
hypercalciurie (Leth et Gregersen, 2005). L'analyse biochimique de l'urine a confirmé, au moins
en partie, une hypothése comme celle des rats lithiasiques qui présentaient une augmentation
de I'excrétion du phosphore et du calcium. Une concentration élevée de phosphore dans les
tubules rénaux pourrait potentialiser la lithiase induite par I’EG (Soundararajan et al., 2006),
alors que le calcium agirait comme un facteur important dans la nucléation et la précipitation
de I’oxalate sous forme de CaOx (Scheid et al., 2004 ; Thamilselvan et al., 2003) et dans la
croissance cristalline qui en résulte (Soundararajan et al., 2006). Une augmentation de
I'excrétion de protéines urinaires a également été enregistrée, indiquant un dysfonction tubulaire
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proximale (Divakar, 2010 ; Bashir et Gilani, 2009 ; Selvam et al., 2001). L'excrétion de
protéines pourrait étre liée a des Iésions séveres des glomérules et a une dilatation tubulaire
(Ghelani et al., 2016 ; Grases et al., 2015). Un autre facteur contribuant & la protéinurie pourrait
étre une inflammation interstitielle attestée par I'infiltration de cellules mononucléaires.

Les taux sériques d'urée, de créatinine et d'acide urique étaient significativement plus
élevés dans le groupe urolithiasique que dans le groupe témoin, ce qui indique des lésions
rénales. Ces résultats concordent avec ceux d'une étude antérieure (Pawar et Vyawahare, 2017)
et indiquent que lI'accumulation de substances azotées dans le sérum peut étre la conséquence
d'une diminution du taux de filtration glomérulaire (TFG) due a une obstruction lithiasique
(Thangarathinam et al., 2013). L'acide urique se lie a CaOx et module sa cristallisation et sa
solubilité et reduit également I'activité inhibitrice du glycosaminoglycan (Soundararajan et al.,
2006). Les concentrations plasmatiques de Na+, K+ et Cl” ont augmenté de facon significative
dans le groupe lithiasique. Le déséquilibre électrolytique perturbe le métabolisme des cellules
rénales, ce qui entraine le développement d'altérations de la structure cellulaire (Blachley et
Hill, 1981).

Le traitement EG/AC a provoqué une dilatation tubulaire, des lésions glomérulaires et une
infiltration des mono-nucléocytaires. Ces Iésions rénales observées dans le groupe lithiasique
pourraient étre attribuées a une action peroxydante sur I'épithélium rénal (Rathod et al., 2012)
résultant du taux élevé des oxalates urinaires et de son dép6t dans les tubules et glomérules. En
effet, il a été déemontré que le dép6t de CaOx induit un stress oxydatif qui pourrait étre
responsable de lésions des tissus papillaires (Khan et al., 2010).

Dans cette étude, nous avons étudié les activités anti-urolithiasiques de I'éthanol et de
I'extrait d'acétate d'éthyle de RT sur la lithiase rénale induite par EG/AC chez le rat. Une
expérience toxicologique menée dans notre laboratoire a démontré que jusqu'a 5 g/kg d'extrait
de RT, aucun effet secondaire majeur n'a été observé. Les doses choisies de 1 g/kg et de 2 g/kg
étaient dépourvues de tout effet toxicologique et se situaient dans la gamme des doses utilisées
dans des expériences similaires (Prasad et al., 1994 ; Al-Snafi, 2015).

Le traitement avec les extraits E-RT et EA-RT a protégé les cellules contre les altérations
induites par les EG/AC a des valeurs proches aux valeurs du témoin négatif. Cet effet préventif
concernait la formation de cristaux dans l'urine et les parameétres biochimiques du sérum et de
I'urine. Les extraits de RT ont également empéche la perte de poids corporel induite par le
traitement lithiasique d'une maniere dose-dependante. Ce résultat est similaire a celui obtenu
avec un extrait standardisé de graines de fenugrec sur la lithiase expérimentale chez le rat
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(Kapase et al., 2013). Le mécanisme possible propose, est une amélioration de la diurese qui
pourrait induire la dissolution du tartre formé et une interruption dans le processus d'agrégation
et de dép6t de cristaux supplémentaires. Cependant, d'autres expériences sont nécessaires pour
confirmer si les extraits de RT partagent un mécanisme protecteur similaire a celui des extraits
de fenugrec.

Par ailleurs, le traitement avec 1’extrait éthanolique de RT a deux doses (let 2 g/kg) et la
dose élevée de I’extrait AE-RT ont empéché l'augmentation des taux d'urée sérique, de
créatinine et d'acide urique. La réduction de lI'accumulation de ces substrats par les extraits de
RT pourrait étre attribuée a une préservation du taux de filtration glomérulaire normal qui
empéche la formation de calculs dans le systéme urinaire (Thangarathinam et al., 2013). Les
électrolytes (calcium, phosphore, K+, Na+ et Cl-) ont également été inhibés par les extraits de
RT. Le maintien de I'équilibre électrolytique peut donc permettre de préserver le métabolisme
cellulaire.

De ce fait, la dose 2 g/kg de I’extrait éthanolique de RT a ét¢ la plus efficace pour diminuer
les taux de protéines urinaires et de créatinine et pour restaurer la diurése basse induite par
EG/AC en améliorant le taux de filtration glomérulaire. Les extraits de RT ont également réduit
de maniére significative les niveaux de phosphore, de sodium, de potassium, de calcium et
d'acide urique pour les ramener a la normale. L'AE-RT (2 g/kg) posséde un effet moins efficace
par rapport a I’action de ’extrait éthanolique, et son action s'est limitée a la récupération du
taux de filtration glomérulaire et a I'inhibition de la formation des calculs.

Les analyses histopathologiques ont montré des résultats concordants avec les variations
biochimiques. En effet, les extraits de RT ont empéché les changements dégénératifs dans les
tissus rénaux qui pourraient étre induits par les EG/AC. Il est intéressant de noter que cet effet
préventif dépendait du type d'extrait. Les résultats obtenus ont montré que le traitement par
I’extrait éthanolique de RT E-RT (2 g/kg) s’est présenté le plus efficace pour protéger
I’architecture rénale contre la désorganisation induite par EG/AC, méme si aucune différence
n'a été observée entre les deux extraits (AE-RT et E-RT) a 2 g/kg concernant leur effet
protecteur contre la formation d'urolithiase par oxalate de calcium.

Nos résultats concordent avec ceux déja obtenus dans des travaux précédents (Ghelani et
al., 2016). Ces derniers ont rapporté que le traitement avec l'extrait éthanolique d'Acorus
calamus, I'extrait hydroalcoolique de Peucedanum grande (Kumar et al., 2016) et la cystone,
une formulation ayurvédique bien connue pour étre utilisée dans le traitement de l'urolithiase
(Kasote et al., 2017) possédent un effet préventif sur la lithiase urinaire.
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Cependant, nous avons émis I'hypothése que les ameéliorations biochimiques et
histopathologiques observées chez les animaux lithiasiques aprés traitement avec les extraits
soient directement liées a leur capacité antioxydante. Les antioxydants pourraient avoir une
action importante dans la prévention de la formation des calcifications intrapapillaires induites
par le stress oxydatif qui conduisent a la formation de calculs papillaires (Grases et al., 2015).
Pour Vérifier I'hypothése de I'effet préventif des antioxydants, nous avons évalué les propriétés
antioxydantes des extraits de RT et identifié leur composition en polyphénols. Dans le test de
piégeage de la DPPH, nous avons constaté que les extraits de RT possédant une activité
antioxydante marquée. Une telle activité antioxydante peut étre due, en grande partie, a la
composition polyphénolique spécifique identifiée par I'analyse HPLC. En effet, il existe une
corrélation positive entre le contenu phénolique total et la capacité antioxydante (Cai et al.,
2004 ; Dijeridane et al., 2006 ; Katalinic et al., 2006 ; Katsube et al., 2004). Le potentiel
antioxydant de la RT pourrait étre considéré comme important par rapport au puissant acide
phénol-gallique (Naksuriya, Okonogi, 2015). La description de la composition spécifique de
chaque extrait de RT permet de conclure que l'activité antioxydante de I'E-RT peut étre due a
la quercétine, la catéchine, la vanilline et Il'acide cinnamique qui ont été trouvés a des
concentrations élevées. De ce fait, l'activité antioxydante de I'AE-RT pourrait étre due a la
quercétine seule puisque ce composé phénolique est le plus représenté. A l'appui de notre
suggestion, plusieurs données indiquent que la quercétine a un effet protecteur contre le stress
oxydatif associé a l'insuffisance rénale induite dans le modele EG/AC (Amengual-Cladera et
al., 2011 ; Liu et al., 2012) et qu'elle diminue lI'oxydation des bases d’ADN par modulation des
voies antioxydantes (Subash et al., 2010 ; Calabrese et al., 2010). D'autres rapports suggerent
que la quercétine a un effet potentiellement néphroprotecteur contre les dommages a I'ADN
induits par le Pb et I'apoptose par sa capacité antioxydante (Liu et al., 2010). Il est également
prouvé gque la catéchine a des effets préventifs sur la cristallisation rénale du calcium in vitro et
dans le modele EG (Zhai et al., 2013). Par conséquent, on pourrait suggérer, sur la base de ces
rapports que la supériorité de I'E-RT sur I'AE-RT concernant leur action antioxydante et la
prévention de l'urolithiase est due a une synergie entre les deux composés phénoliques catéchine
et quercétine. En outre, on pourrait émettre I'nypothese que la vanilline et I'acide cinnamique
trouvés dans I'E-RT pourraient également contribuer a un effet préventif supplémentaire de cet
extrait puisque les deux composes ont un potentiel antioxydant (Ramachandran et al., 2010 ;
Stanely et al., 2011). Cependant, I'effet préventif potentiel de ces deux phénols sur l'urolithiase
expérimentale reste a démontrer.
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d- Effet des extraits des racines de RT sur la fonction plaquettaire chez le rat
» Effet antiagregant des différents extraits des racines de RT

Les travaux que nous avons réalisés montrent que 1’incubation des plaquettes sanguines
des rats avec les cinq extraits des racines de RT (éthanolique, acétate d’éthyle, hexanique,
butanolique et aqueux) a deux doses, (250ug/ml et 500ug/ml) provoque une inhibition dose
dépendante de ’agrégation induite in vitro par le collagéne. L’effet inhibiteur maximal (10%
et 20%) est obtenu par 1’extrait butanolique. Pour confirmer cet effet, une courbe dose réponse
est réalisée en utilisant les concentrations (250, 500 et 1000 pg/ml), en présence du collagéne.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait butanolique des racines de RT inhibe
significativement (P<0.001) 1’agrégation plaquettaire de manic¢re dose dépendante. L’effet
maximal (1.48%) est obtenu a Img/ml.

L'agrégation plaquettaire est un processus complexe influencé par de nombreux éléments.
Le collagéne qui est une protéine thrombogene stimule 1’agrégation plaquettaire et induit
I’activation de divers médiateurs intracellulaires (ADP, thromboxane A2, Calcium® via les
récepteurs glycoprotéiques (GP llbllla, GP VI) (Broos et al., 2011). De plus, I'agrégation
plaquettaire peut étre bloguée en inhibant la thrombine, I'ADP, la phosphodiestérase et la
thromboxane (Broos et al., 2011 ; Sikka et Bindra, 2010).

Dans notre étude, I'extrait de B-RT inhibe I'agrégation plaquettaire induite par le collagéne
de maniere dose dépendante, ceci pourrait étre dd a une inhibition des médiateurs intracellulaire
ou bien a un freinage de la liaison du fibrinogéne a son récepteur plaquettaire membranaire
(glycoprotéine (GP) Ilb-111a), qui est une voie finale et commune de I'agrégation plaquettaire.

En effet, Endale et ses collaborateurs (2012) ont démontré que ginsenoside- Rpl isolé de
Panax ginseng inhibent I'activation plaquettaire induite par le collagéne via la voie de
signalisation de la glycoprotéine V1 altérée.

Pour mieux comprendre I’interaction de 1’extrait butanolique avec les plaquettes sanguines
du rat, deux autres parametres ont été mesurés dans cette étude : la numération plaquettaire et
le temps de saignement. Ce dernier, permet une exploration globale de la fonction de
I’hémostase primaire en tenant compte de tous les facteurs impliqués in vivo dans ce processus
(plaquettes, fibrinogene, facteur de VWF, ainsi que leurs interactions avec la paroi vasculaire)
(Dejana et al., 1982; Rodgers, 1990).

L’étude réalisée sur le temps de saignement chez les rats a permis de montrer que 1’extrait
butanolique des racines de la plante administrée oralement a 100 mg/kg, prolonge

significativement ce parametre en comparaison avec le groupe contrble positif. Cette
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prolongation est comparable a celle obtenu chez le groupe traité par ’aspirine, qui est connu en
pharmacologie comme un agent antiplaquettaire. L’injection du collagéne a forte dose par voie
veineuse a significativement (P < 0,001) réduit le temps de saignement par rapport au témoin.
Toutefois, le prétraitement des rats avec I’extrait butanolique de RT (100 mg/kg) a
significativement (P < 0,01) empéché I’agrégation plaquettaire induite par le collagéne forte
dose en comparaison avec le groupe contrdle positive. Le méme résultat est observé chez le
groupe prétraité par I’aspirine. D’autre part, les résultats du temps de saignement corrélent bien
avec les résultats de la numération plaquettaire qui n’a pas été affecté par une thrombopénie
chez le groupe prétraité par 1’extrait aprés 1’injection du collagene forte dose.

Selon une étude similaire antérieure (Seo et al., 2013), I’inhibition de l’agrégation
plaquettaire pourrait étre associée a un allongement du temps de saignement.

Dans notre étude, on peut suggérer que le prolongement du temps de saignement induit par
I’extrait butanolique des racines de RT serait causé en partie, probablement par I’inhibition de
I’agrégation plaquettaire. Le fait que ces effets soient mis en évidence aprés une administration
par voie orale de I’extrait, indiquent qu’il y a présence des composés actifs dans cet extrait qui
atteignent la circulation sanguine apres étre absorbée au niveau du tractus digestif et affecte les
parametres hémostatiques. Par conséquent, les plaquettes sanguines des rats traités seraient
moins sensibles aux différents agonistes. Des études similaires a la nbtre ont rapportés que
certaines plantes médicinales exhibérent un effet antiagrégant plaquettaire pareil a celui de RT,
comme par exemple Allium cepa (oignon) (Moon et al., 2000), Allium sativum (aile) (Rahman
et Billington, 2000), Lycopersicum esculentum (tomate) (Dutta-Roy et al., 1991), argan oil
(Meknhfi et al., 2004), Petroselinum crispum (persil) (Gadi et al., 2012), Vigna radiate (Haricot
mungo) (Akbar et al., 2017) et les racines de Juglans regia (Noyer commun) (Amirou et al.,
2018).

La recherche sur les mécanismes cellulaires et moléculaires qui pourraient produire I’effet
antiagrégant plaquettaire de I’extrait butanolique des racines de RT, nous a conduit a déterminer
la composition phytochimique de la plante.

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique de 1’extrait butanolique a
permis de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques. Ceci a été confirmé
par une analyse quantitative basée sur le dosage des polyphénols totaux, flavonoides totaux et
tanins condensés. Ces dosages révelent que la fraction butanolique contient une concentration
assez importante en flavonoides et tanins. L’analyse qualitative et quantitative par HPLC a mis
en évidence la présence de quatre molécules qui sont la vanille (en grande concentration),
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I’acide rosmarinique, la quercetine et I’acide cinnamique. En effet, ’activité antiagrégante
plaquettaire pourrait étre attribuée a la présence des flavonoides et particulierement a la
vanilline.

Dans ce sens, Scalbert et al. (2005) ont signalé que I’ingestion des polyphénols, dont les
flavonoides présentent une classe importante, prolonge le temps de saignement et réduit
I’agrégation plaquettaire en ex vivo. Ce qui nous laisse suggérer que les polyphénols présents
dans la plante pourraient étre responsables de I’effet obtenu. D’autre études ont montré que les
flavonoides possedent d’une maniére générale une grande affinité aux récepteurs de TXA2 et
inhibent 1’agrégation plaquettaire de maniere importante lorsque les plaquettes sont stimulées
par le collagene (Guerrero et al., 2005; Wright et al., 2010). D’autres études ont rapportés que
certaines molécules comme les flavones, la chrysine, I'apigénine et la phlorétine ont inhibé
significativement la cyclo-oxygénase plaquettaire (CO) et ont diminué la réponse de 'AMPc a
la prostacycline. (Middleton et al., 2000). La cyclo-oxygénase plaquettaire (CO) et la
lipoxygénase (12-LO) sont deux enzymes impliqués dans la synthese d'activateurs plaquettaires
comme le thromboxane A2 (Kundu et al., 2006). De temps plus, il a été déja signalé dans des
¢tudes antérieures que 1’effet antiagrégant plaquettaire pourrait étre dii a I’inhibition de la COX
par la vanilline (Liu et al., 2003). D'autres rapports ont montré que l'acide rosmarinique peut
moduler la réduction de la mobilisation du calcium intracellulaire par conséquent, inhibition de
’agrégation plaquettaire (Chapado et al., 2010). Récemment, Du et al., 2016 ont montré que la
quercitine et la rutine sont les flavonoides les plus fréquents étudiés pour leurs effets
cardiovasculaires. La quercitine est un inhibiteur actif de I'activité de la lipoxygénase (12-LO)
dans les plaquettes humaines et son action a été associé a I'inhibition du métabolisme de I'acide
arachidonique par CO (Middleton et al., 2000).

> Effet sur I’agrégation plaquettaire in vitro

Dans la continuité de la recherche de 1’activité antiplaquettaire des extraits des racines de
RT, notre étude a été menée sur les plagquettes sanguines humaines en mesurant in vitro
I’agrégation plaquettaire. Un processus important de I’hémostase primaire. L’agrégation
plaquettaire a été mesurée sur des plaquettes lavées en réponse a trois agonistes (la thrombine,
ADP et I’acide arachidonique), et en présence de différentes concentrations de 1’extrait (250,
500 et 1000 pg/ml).

Pour les extraits organiques, nous se somme limité a tester uniquement 1’extrait le plus actif
chez le rat, a savoir, 1’extrait butanolique. Les pourcentages d’agrégation obtenus avec les
plaquettes humaines montrent que ’extrait butanolique exerce un effet inhibiteur tres
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significatif (P<0.001) avec la thrombine et I’ADP a partir 500 ug/ml. Cependant avec I’acide
arachidonique, I’extrait butanolique induit un effet inhibiteur moins important, mais avec une
dose d’extrait un peu ¢élevée (Img/kg). Ces résultats laissent suggérer que 1’effet inhibiteur de
I’extrait butanolique sur les plaquettes humaines dépend de 1’agoniste utilisé.

La thrombine et I’ ADP sont deux inducteurs de I’activation plaquettaire qui réagissent avec
des récepteurs a 7 domaines transmembranaires. Les récepteurs a ’ADP (P2Y31), et & la
thrombine (PAR:1 et PAR4) sont couplés a la protéine de couplage (PG) dont I’activation
entraine celle de la phospholipase C (PLC), qui hydrolyse a son tour les phosphoinositides
membranaires, en particulier le phosphatidyl-inositol-diphosphate (PIP2) pour fournir deux
produits: le diacylglycérol (DAG) et I’inositol triphosphate (IP3), qui activent respectivement
la protéine kinase C(PKC) et la mobilisation du Cazintracellulaire. Ainsi, suite a I’augmentation
des taux du Ca=intracellulaire, la phospholipase A2 (PLA>) une translocation vers la membrane
plasmique. Sa phosphorylation par des kinases entraine son activation et par la suite I’acide
arachidonique (AA) est libéré (Balla, 2006). Grace a la cyclo-oxygénase COX, I’AA est
transformé en prostaglandines (PGs) et par la suite en plusieurs molécules d’importance
biochimique dont le Thromboxane A2 (TXA:). Sous I’effet de la 12-lipoxygénase (12-LOX),
I’AA est transformé en acide 12-hydropéroxyéicosatetraéonique (12-HpETE). Les PGs, le
TXA:zet le 12-HpETE sont des régulateurs majeurs de I’activité plaquettaire (Nardini et Natella,
2007). Quant au deuxiéme récepteur a I’ADP, P,Y 1, il est couplé a la protéine Gi. Cette derniére
va inhiber Dlactivit¢ de 1’adénylate cyclase (AC) membranaire, empéchant ainsi une
accumulation d’AMPc, ce qui va potentialiser ’activation et 1’agrégation déclenchées par
1I’ADP (Hechler et al., 2005).

Pour le collagéne, il peut réagir avec les glycoprotéines GP la-11a (intégrine a2p1), GP IV.
Ainsi, I’interaction du collagene avec son récepteur (GP VI) conduit a I’activation d’une voie
tyrosine kinase impliquant de nombreux messagers, la voie de la PLC est ainsi mise en jeu, ce
qui active d’une maniére inside-out la GP la-lla capable de fixer ensuite le collagéne. La
stimulation par le collagene résulte en un changement de forme, et une sécrétion granulaire.
L’agrégation dépend plutot de la sécrétion de TX Az et de prostaglandines H2 (PGH?2) (Gibbins,
2004). Certes, ces voies de signalisation conduisent toutes a 1’activation du récepteur GP IIb-
Illa, permettant ainsi la fixation du fibrinogéne et la formation des agrégats plaquettaires.

L’existence de plusieurs voies de signalisation plaquettaire laisse supposer plusieurs

mécanismes par lesquels les flavonoides des racines de RT peuvent exercer leurs effets
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inhibiteurs. Ceci a été confirmé, dans la littérature, par plusieurs études qui ont montré que les
flavonoides isolés a partir des plantes agissent par:

- Intervention dans les voies de signalisations médiées par la PLA2 et le TXA2 en bloguant la
synthese de plusieurs enzymes intra-plaquettaires comme : la 12-LOX, la COX, le TXA2
synthétase, ou par I’inhibition de la liaison du TXA2a son récepteur (Pace-Asciak et al., 1996;
Blache, 1992; Guerrero et al., 2007).

- Inhibition de la voie de signalisation mediée par la PLC, soit par inhibition directe de la PLC,
soit indirectement par diminution du taux cytoplasmique d’IPs (Kang et al., 2001; Sheu et al.,
2004 ; Hsiao et al., 2005).

- Stimulation de I’AC, la guanylatecyclase (GC) ou D’inhibition des phosphodiestérases
provoquant ainsi I’accumulation intraplaquettaire d’AMPc et de GMPc (Landolfi et al., 1984).
- Réduction du taux de calcium cytoplasmique qui est nécessaire pour I’activation plaquettaire
en inhibant la phosphorylation des protéines tyrosines kinases (PTK) (Hubbard et al., 2003,
2004 ; El Haouari et al., 2007(a-b); Navarro-Nufez et al., 2009).

- Inhibition de la liaison de VWF a son récepteur GP Ib-V-1X (Mruk et al., 2000).

Au vue de toutes ces informations et de nos résultats, il parait que les molécules bioactives
contenues dans les racines de RT, seraient par le biais de ces mécanismes, en partie responsable
des effets obtenus.

La compréhension des mécanismes qui expliquent I’effet inhibiteur des flavonoides est

important pour développer de nouvelles stratégies pour le traitement des thromboses.
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Chapitre VI: Etude neuropharmacologique
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I- Introduction
Dans cette partie, nous nous proposons de déterminer le profil neuropharmacologique

des extraits de RT, Dans un premier objectif, nous avons étudié I’effet antinociceptif des extraits
aqueux, butanolique et acétate d’éthyle de RT au moyen de trois modeles spécifiques d’étude
de la douleur et de I’analgesie : test de la plaque chauffante, test de contorsions et test au formol
chez la souris.

Dans un second objectif, nous avons étudié L’activité antidépressive des extraits de

Rubia tinctorum au moyen de deux tests de la nage forcée et la suspension par la queue.
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Il Matériels et méthodes
1. Etude de activité antinociceptive des extraits de racines de RT

1. 1 Test de contorsion (‘writhing test’)
a- Principe

Nous avons réalisé ce test chez la souris pour étudier 1’effet des extraits de RT sur la
sensibilité nociceptive périphérique. Ce modéle permet d’étudier la réponse de ’animal au
stimulus nociceptif chimique. L’injection intrapéritonéale de 1’acide acétique (0,6% a raison de
0,1 ml par 10 g de poids) provoque chez la souris une réaction typique de contorsions (Figure
23), réaction caractérisée par de vagues de contractions et d’élongations de la musculature
abdominale suivies par I’extension des pattes postérieures.
b- Protocole expérimental

Aprés 'injection de I’acide acétique, chaque souris a €té placée dans une enceinte de
Plexiglas transparente. Le nombre de contorsions a été noté¢ 5 minutes apres 1’injection de

I’acide acétique et pendant une période de 30 minutes.

Figure 54: Photo d’une souris présentant une réaction de contorsion aprés injection de I’acide
acétique 0.6%. La réaction consiste en ¢longation de la musculature abdominale suivie d’un
étirement des pattes postérieures

c- Méthodologie

Dans le but d’étudier I’effet de 1’administration orale (par gavage) des extraits de RT sur
la sensibilité nociceptive périphérique, les souris ont été réparties selon la nature des traitements
en dix lots de 6 souris chacun:

e Groupe 1 : Témoin ayant recu du sérum physiologique (9 %o, v.0.).

e Groupe 2 : Traité par I’extrait éthanolique (1 g/kg, v.0.)

e Groupe 3 : Traité par I’extrait acétate d’éthyle (1 g/kg, v.o.).
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e Groupe 4 : Traité par I’extrait butanolique (1 g/kg, v.o.).
e Groupe 5 : Traité par I’extrait aqueux (1 g/kg, v.0.) Lot 10 : Souris traités par I’ Acide
Acétyle Salicylique (AAS) (200 mg/kg, v.0.).

e Groupe 6: Souris traités par 1’extrait éthanolique (2g/kg, v.o.)

e Groupe 7: Souris traités par 1’extrait acétate d’éthyle (2g/kg, v.o.).

e Groupe 8: Souris traités par 1’extrait butanolique (2g/kg, v.0.).

e Groupe 9: Souris traités par 1’extrait aqueux (2g/kg, v.0.).

e Groupe 10: Souris traités par 1’ Acide Acétyle Salicylique (AAS) (200 mg/kg, v.o.).

Tous les traitements ont été réalisés 30 min avant I’injection de I’acide acétique a raison de
10 ml/10 kg du poids de I’animal.

Un Pourcentage d’Inhibition (PI) de la réponse nociceptive est calculé. Il est défini comme
suit :

Pl = (Moyen tmoin— Moyen traits / Moyen tsmoin) * 100

Moyen wmoin : La moyenne du Nombre de contorsions chez les animaux témoins
Moyentraite : La moyenne du Nombre de contorsions chez les animaux traités
1. 2 Test au Formol (Formalin test)
a- Principe

L’injection d’une solution de formol diluée, molécule inflammatoire produisant des 1ésions
tissulaires, est a 1’origine d’une réponse biphasique de 1échage de la patte 1ésée. Une phase
précoce suit immédiatement 1’injection résultant d’une stimulation chimique directe des
nocicepteurs. Une phase nociceptive tardive et prolongée s’ensuit avec le développement de
I’inflammation (Tjolsen et al., 1992).
b- Protocole expérimental

Ce test est réalisé chez les souris selon le protocole décrit par De Miranda et al., (2001).
Le protocole expérimental consiste a injecter une solution de formol diluée (20 pl, 2%/ souris)
dans la plante de la patte postérieure des animaux ayant préalablement recu la solution testée
ou témoin. Aprés I’injection du formol, les animaux sont placés dans une enceinte de plexiglas
transparente en le temps de Iéchage de la patte 1ésée est mesuré pendant 30 min (Figure 24). 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). Vu que ce test est un trés bon
modele qui caractérise la douleur préclinique (Alreja et al., 1984 ; Tjolsen et al., 1992), il est

définit comme une méthode de choix pour étudier la sensibilité nociceptive.
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Figure 55:Photo d’une souris exhibant une réaction de léchage de la patte postérieure apres

injection de 20 pl de formol a 2% dans la plante de la méme patte

c- Méthodologie

Le but de cette manipulation a été d’étudier I’effet de 1’administration orale (par gavage)

des extraits de RT sur la sensibilité nociceptive. Cette expérimentation a été réalisée chez les

souris. Elles ont été réparties selon leur traitement en 11 groupes :

Groupe 1 : Témoin ayant recu du sérum physiologique (9 %o, Vv.0.).
Groupe 2 : Traité par I’extrait éthanolique (1 g/kg, v.0.)

Groupe 3 : Traité par I’extrait acétate d’éthyle (1 g/kg, v.0.).
Groupe 4 : Traité par ’extrait butanolique (1 g/kg, v.o.).

Groupe 5 : Traité par ’extrait aqueux (1 g/kg, v.0.)

Groupe 6 : Traité par I’extrait éthanolique (2g/kg, v.0.)

Groupe 7 : Traité par I’extrait acétate d’éthyle (2g/kg, v.0.).
Groupe 8 : Traité par I’extrait butanolique (2g/kg, v.0.).

Groupe 9 : Traité par I’extrait aqueux (2g/kg, v.o0.).

Groupe 10 : Traité par 1’ Acide Acétyle Salicylique (AAS) (200 mg/kg, v.0.).
Groupe 11 : Traité par la morphine (10 mg/kg, v.0.).

Vu que le test au formol est largement utilisé pour étudier les mécanismes de la douleur et

de I’analgésie (Dubuisson et Dennis, 1977), nous ’avons utilisé pour élucider le mecanisme

d’action des extraits éthanolique, acétate d’éthyle, butanolique, et aqueux de RT. Un
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pourcentage d’Inhibition (PI) de la réponse nociceptive a été calculé pour chaque phase du test.
Il a été défini comme suit :
Pl = [(Temps moyen de léchage de la patte par le témoin - temps de Iéchage de la patte par le

traité) / Temps de léchage de la patte par le témoin)] x 100.

1.3 Test de la plaque chauffante
a- Principe

Ce test consiste a étudier la réaction de 1’animal suite a une stimulation nociceptive
thermique de courte durée.
b- Protocole expérimental

Dans ce test, ’animal a été placé dans un cylindre placé sur une plaque métallisée
chauffante dont la température est maintenue a 55°C. Le temps de latence que met 1’animal
pour lécher I’une de ses pattes ou pour sauter a été enregistré et considéré comme le temps de
la réaction. Ce temps a été déterminé juste avant et 30 min apres 1’administration de la solution
témoin ou testée.
c- Méthodologie

L’objectif de cette expérience a été d’étudier I’effet de I’administration des extraits de RT
par voie orale sur la sensibilité nociceptive profonde.

e Groupe 1 : Témoin ayant recu du sérum physiologique (9 %o, v.0.).

e Groupe 2 : Traité par I’extrait éthanolique (1 g/kg, v.o.)

e Groupe 3 : Traité par I’extrait acétate d’éthyle (1 g/kg, v.0.).

e Groupe 4 : Traité par I’extrait butanolique (1 g/kg, v.o.).

e Groupe 5 : Traité par I’extrait aqueux (1 g/kg, v.o0.)

e Groupe 6 : Traité par I’extrait éthanolique (2g/kg, v.0.)

e Groupe 7 : Traité par I’extrait acétate d’éthyle (2g/kg, v.0.).

e Groupe 8 : Traité par I’extrait butanolique (2g/kg, v.0.).

e Groupe 9 : Traité par I’extrait aqueux (2g/kg, v.0.).

e Groupe 10 : Traité par I’Acide Acétyle Salicylique (AAS) (200 mg/kg, v.o.).

e Groupe 11 : Traité par la morphine (10 mg/kg, v.0.).

Chaque groupe contient 6 souris. Les injections ont été réalisées dans un volume d’injection

de 10ml/1 kg de poids de I’animal.

143



2. Etude de Pactivité antidépressive des extraits de racines de RT

2. 1 Test de la nage forcée
a- Principe

Dans ce test, nous avons étudié D’effet des extraits de RT sur le comportement de la nage
forcee.

b- Protocole expérimental

Ce test qui a éte décrit par Prosolt en 1977, consiste a mettre les animaux dans des cylindres
remplis d’eau. Pour les souris, nous avons utilisé un cylindre de 30 cm de hauteur et 20 cm de
diamétre et il a été rempli d’eau jusqu’a 10 cm (Figure 25). La température d’eau a été
maintenue a 25°C. L’expérience s’est déroulée sur deux jours. Le premier jour
(conditionnement, session pre-test), I’animal a été mis dans son cylindre pendant 10 minutes
durant lesquelles deux paramétres ont été notés : le temps de nage qui correspond au temps
passé par I’animal a nager et a essayer de s’échapper du cylindre et le temps d’immobilité
pendant lequel 1’animal arréte ses tentatives de fuite et s’immobilise, tout en gardant son
museau hors de 1’eau (Chait, 1996). Lorsque les 10 minutes se sont achevées, 1’animal a été
ressorti de 1’eau, réchauffé et remis dans sa cage. Le lendemain (24h aprés) (session test), le
test a été recommencé et I’animal s’est remis vite dans la position d’immobilisation. Il a appris

le comportement de résignation.

Figure 56: Dispositif expérimental utilisé dans le test de la nage forcée
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c- Méthodologie

L’objectif de cette expérience a été d’étudier 1’effet de I’administration par voie orale des
extraits de RT sur le comportement de la nage forcée.

Les animaux sont répartis selon la nature des traitements en 10 groupes :

e Groupe 1 : Témoin ayant recu du sérum physiologique (9 %o, v.0.)

e Groupe 2 : Traité par I’extrait éthanolique (1 g/kg, v.0.)

e Groupe 3 : Traité par I’extrait acétate d’éthyle (1 g/kg, v.o0.)

e Groupe 4 : Traité par I’extrait butanolique (1 g/kg, v.0.)

e Groupe 5 : Traité par I’extrait aqueux (1 g/kg, v.0.)

e Groupe 6 : Traité par I’extrait éthanolique (2 g/kg, v.0.)

e Groupe 7 : Traité traités par I’extrait acétate d’éthyle (2 g/kg, v.o0.)

e Groupe 8 : Traité par I’extrait butanolique (2 g/kg, v.0.)

e Groupe 9 : Traité par I’extrait aqueux (2 g/kg, v.0.)

e Groupe 10 : Traité par ’ANAFRANIL 25 mg/kg, v.o.)

Tous les traitements ont été réalisés 30 min avant le test du deuxiéme jour (session test :
10 minutes) a raison de 10 ml/1 kg du poids de I’animal. Chaque groupe contient 6 souris.

2. 2 Test de suspension par la queue
a- Principe

Dans ce test, nous avons étudi¢ I’effet des extraits de RT sur le comportement de la
suspension par la queue. Ce test repose sur le fait qu’une souris suspendue par la queue montre
des périodes alternées d’agitation et d’immobilité.

b- Protocole expérimental

Ce test qui a été décrit par Steru et al., (1985), consiste a suspendre individuellement les
animaux par la queue a une barre verticale dans une bofte en bois. Les animaux ont été attachés
au ruban adhésif fixé a 2 cm de I'extrémité de la queue. La durée totale de I'immobilité a été
enregistrée pendant les 6 minutes du test. La souris était jugée immobile lorsqu'elle cessait de
bouger ses membres et son corps, ne faisant que les mouvements nécessaires pour respirer
(Steru et al., 1985) (Figure 26).
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Figure 57: Une souris suspendue par la queue

c- Méthodologie

L’objectif de cette expérience est d’étudier ’effet de 1’administration par voie orale des

extraits de RT sur le comportement de la suspension par la queue.

Les animaux ont été répartis selon la nature des traitements en 10 groupes.

Groupe 1 : Témoin ayant regu du sérum physiologique (9 %o, v.0.)
Groupe 2 : Traité par I’extrait éthanolique (1 g/kg, v.0.)

Groupe 3 : Traité par I’extrait acétate d’éthyle (1 g/kg, v.0.)
Groupe 4 : Traité par I’extrait butanolique (1 g/kg, v.o.)

Groupe 5 : Traité par I’extrait aqueux (1 g/kg, v.0.)

Groupe 6 : Traité par I’extrait éthanolique (2 g/kg, v.0.)

Groupe 7 : Traité par I’extrait acétate d’éthyle (2 g/kg, v.0.)
Groupe 8 : Traité par I’extrait butanolique (2 g/kg, v.0.)

Groupe 9 : Traité par I’extrait aqueux (2 g/kg, v.0.)

Groupe 10 : Traité par ’ANAFRANIL 25 mg/kg, v.0.).

3. Analyse statistique
Le traitement statistique des données a été effectué par un logiciel spécialisé dans I’analyse

statistique Sigma Plot 12.5. Les résultats ont été analysés par ’ANOVA a une voie (one way

ANOVA). La comparaison des groupes a été réalisée en utilisant le test-T. Les données ont été

exprimées en moyennes plus au moins écart types (S.E.) ou plus au mois les erreurs standard
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moyenne (S.E.M.) selon le test. Le degré de significativité a été représenté sur chaque graphique
par des étoiles quand la comparaison a été effectuée avec le lot témoin.

“P<0.001 (trés significatif)

"P<0.01 (significatif)

“P<0.05 (légérement significatif)

ns : non significatif
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111 Résultats
1. Etude de Dactivité antinociceptive des extraits de RT
a- Test de contorsions

La réponse nociceptive est représentée par le nombre de contorsions effectuées par I’animal
suite a I’injection intrapéritonéale de I’acide acétique. Dans ce test, tous les extraits testés (1 et
2 g/kg, v.0.) réduisent de fagon dose dépendant le nombre de contorsions induites par 1’acide
acétique (Figure 58). Cet effet commence a 30 minutes aprés I’administration des extraits et
persiste tout au long du test. En comparaison avec I’activité de I’Acide Acétyle Salicylique
(AAS), c’est I’extrait aqueux (2 g/kg, v.0.) qui a montré une activité antinociceptive maximale
et qui peut atteindre 70,78 % d’inhibition de la réaction de 1’animal face au stimulus nociceptif
chimique (Tableau 23). Tandis que I’effet de I’extrait butanolique (66,85 %) et éthanolique
(66,29 %) sont plutot similaires a celui de I’AAS (66,29 %). L’extrait d’acétate d’éthyle (34,64

%) est tres inférieur a celui de I’AAS.
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Figure 58:Effet des extraits de RT sur le nombre de contorsions effectuées par la souris apres
injection de I’acide acétique au test de contorsions. Les extraits (1g/kg et 2g/kg, v.0.) ont été
administrés 30 min avant I’injection de 1’acide acétique (0.6%. ip). ETH: extrait éthanolique,
Ac E: extrait acétate d’éthyle, BUT: extrait butanolique, AQ: extrait aqueux, AAS: acide
acétyle salicylique
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Tableau 23: Pourcentages d’inhibition de la réponse nociceptive au test de contorsions

Nombre de
Groups Dose g/kg contorsions % d’inhibition
Durant 30 min
Témoin négatif - 133,5+ 6,19 -
Acide acétyle
salicylique (témoin 0.2 45 £ 7,242 66,29
positif)
. ) 1 81,25+ 7,602 39,13
Extrait éthanolique
2 45+2.19°2 66,29
. 1 118,25 + 3,11™ 11,42
Extrait acétate d’éthyle
2 87,25+ 4,922 34,64
) ) 1 81+5,712 39,32
Extrait butanolique
2 44,25 + 2,092 66,85
) 1 74,75+ 5972 44,01
Extrait aqueux
2 39+5,982 70,78

b- Test de formol

Dans ce test, la réponse nociceptive est représentée par le cumul du temps de léchage de la
patte Iésée. Les résultats obtenus sont traités selon deux phases :phase précoce qui s’étend de

0 a 5 min et phase tardive qui s’étend de 15 a 30 min.

Durant la phase précoce, les résultats montrent que les extraits éthanolique et butanolique
atténuent significativement la réponse nociceptive suite a 1’injection intraplantaire du formol.
La figure 59 a montré un effet significatif (P<0.001) de ces deux extraits (2 g/kg) sur le temps
de léchage de la patte 1ésée au cours de cette phase d’inhibition de la réaction de I’animal face
au stimulus nociceptif, pour les deux extraits, éthanolique et butanolique a forte dose
respectivement (tableau 24). Ces résultats montrent que c’est 1’extrait éthanolique qui est le
plus puissant suivi de I’extrait butanolique. L’extrait acétate d’éthyle, aqueux et I’ Acide Acétyle

Salicylique (AAS) ont montré une activité trés faible durant cette phase.

Au cours de la phase tardive, les deux extraits (éthanolique, butanolique) aux deux doses
(1 et 2 g/kg) testées ont diminué significativement (P <0.001, P <0.01) la réponse nociceptive

dans ce test (Figure .59B). L’inhibition maximale est obtenue avec 1’extrait butanolique a 2
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g/kg (69.04 %), suivi de I’extrait éthanolique (Tableau 24). Tandis que les extraits d’acétate

d’éthyle et aqueux, ils ont montré une activité trés faible durant cette phase.

La figure 59 montre en plus que durant la phase précoce, 1’extrait éthanolique et
butanolique ont un effet 1égérement supérieur a celui de la morphine et I’AAS. Tandis que
durant la phase tardive, I’effet de 1’extrait butanolique est plutot similaire a celui de la morphine.
Les résultats ont également montré que durant les deux phases, c’est ’AAS qui présente
I’inhibition maximale de la réponse nociceptive (36.85 % durant la phase précoce 74,24 %
durant la phase tardive). Une comparaison de la réponse nociceptive des différents extraits
testés durant les deux phases montre que ce sont les extraits butanolique et éthanolique qui
donnent 1’inhibition maximale de la réponse nociceptive la plus élevée presque similaire a la

morphine (Tableau 24).

Tableau 24: Effet des extraits de RT sur la sensibilité nociceptive au test au formol

Traitement % inhibition
La phase précoce La phase tardive
Témoin - -
Morphine 33,51 70,61
Acide acétyle salicylique 200mg/kg 36,85 74,24

Extrait éthanolique

1/kg 27,74 50,15
2 kg 59,74 60,87
Extrait acétate d’éthyle
1/kg -9,40 -3,35
2 kg 3,31 35,03
Extrait butanolique
1/kg 5,57 50,27
2 kg 54,42 69,04
Extrait aqueux
1/kg 13,85 35,94
2 kg 9,84 45,31
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Figure 59:Effet des extraits de RT sur la sensibilité nociceptive au test au formol. Les extraits
ont été administrés par voie orale a raison de 1 et 2 g/kg 30 min avant I’injection intraplantaire
du formol (2 pl, 2 %). ETH: extrait éthanolique, Ac E : extrait acétate d’éthyle, BUT : extrait
butanolique, AQ : extrait aqueux, AAS : acide acétyle salicylique, M: Morphine
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C. Test de la plaque chauffante.

Dans cette expérimentation, nous avons cherché également une éventuelle action des quatre
extraits testés sur la sensibilité nociceptive de I’animal. Les résultats obtenus (Figure 60)
montrent que I’administration orale des extraits butanolique et éthanolique (2 g/kg) ont un effet
inhibiteur significatif (P <0.001) sur la sensibilité nociceptive de 1’animal au test de la plaque
chauffante. En revanche, les autres extraits, aqueux et acétate d’éthyle, n’ont montré aucun effet
apparent sur le temps de latence au stimulus nociceptif. Une comparaison de I’effet des extraits
montre que ’extrait butanolique est le plus actif (P <0.001). La morphine (10 mg/kg, ip.)
utilisée dans cette expérimentation comme un analgésique central augmente tres

significativement le temps de latence au stimulus nociceptif.
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Figure 60: Effet de ’administration orale des extraits de RT sur la réponse Nociceptive de
I’animal au test de la plaque chauffante. ETH: extrait éthanolique, Ac E: extrait acétate
d’éthyle, BUT: extrait butanolique, AQ: extrait aqueux, MORPH : Morphine

2. Etude de Pactivité antidépressive des extraits de RT
a. Test de la nage forcée

L’activité antidépressive des extraits de RT est clairement mise en évidence avec le test de
la nage forcee qui est une expérience de reférence pour les antidepresseurs. La durée
d’immobilité observée est considérée comme une mesure de 1’état de désespoir comportemental

de ’animal. Les résultats obtenus montrent 1’existence d’une différence entre le premier jour

152



(session pré-test) et le deuxiéme jour (session test) au sein du groupe témoin. Au deuxieme jour,
il y a une augmentation légeére du temps d’immobilisation par rapport au premier. Cela est sans
doute dii au fait que les animaux ont appris qu’il ne leur servait a rien de nager encore plus. Ils
préferent se tenir immobiles avec uniquement le museau hors de 1’eau. Ces résultats sont en
accord avec ceux qui ont été rapportés par Porsolt en 1977.

Dans ce test, les extraits éthanolique, acétate d’éthyle, butanolique et aqueux (1 et 2 g/kg,
v.0.) de RT réduisent significativement (P<0.001, P<0.01) et de facon dose dépendant le temps
d’immobilité chez les souris au cours de la nage forcée (Figure 61). Le traitement antidépresseur
(Anafraline, 10 mg/kg, ip) a diminué le comportement d’immobilisation et par conséquent, a
entrainé une diminution du désespoir des animaux soumis a ce test. En plus, une comparaison
de l’activité des différents extraits testés au cours de ce test montre que les extraits éthanolique,
butanolique et aqueux (2 une forte dose 2 g/kg) qui donnent I’activité antidépressive maximale,

qui est presque similaire a celle de 1’ Anafraline.
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Figure 61: Effet de ’administration orale des extraits de RT sur le temps d’immobilité au test
de la nage forcée chez les souris. (Temps d’immobilité pendant les 10 minutes). ETH: extrait
éthanolique, Ac E : extrait acétate d’éthyle, BUT : extrait butanolique, AQ : extrait aqueux,
ANAF : Anafralin.

b. Test de la suspension par la queue

Ce test est bas¢ sur la mesure de la durée des mouvements déployés lors d’une suspension
par la queue. Il a été observé que les souris se débattaient au début (les 2 premieres minutes)
puis finissaient par abandonner en adoptant une posture immobile, ce qui correspond a une

situation de dépression chez I’Homme.
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Dans ce test, c’est I’extraits éthanolique (2 g/kg, v.0) de RT qui a réduit significativement
(P<0.05) le temps d’immobilité chez les souris au cours de la suspension par la queue (Figure
62). Les autres extraits n’ont exhibé aucun effet antidépresseur sur les souris. Le traitement
antidépresseur (Anafralin, 10mg/kg, ip) a diminué le temps d’immobilisation et par conséquent,
diminuerait le désespoir des animaux soumis a ce test. En plus, une comparaison de ’activité
des différents extraits testés dans ce test, montre que c’est 1’extrait éthanolique a forte dose (2
g/kg) qui a exhibé I’activité antidépressive maximale, qui est presque similaire & celle de

I’ Anafraline.
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Figure 62:Effet de I’administration orale des extraits de RT sur le temps d’immobilité au test
de la suspension par la queue chez les souris. (Temps d’immobilité pendant les 10 minutes).
ETH: extrait éthanolique, Ac E : extrait acétate d’éthyle, BUT: extrait butanolique, AQ:
extrait aqueux, Anaf : Anafralin.
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IV Discussion

a- Etude de activité antinociceptive des extraits des racines de RT

Les résultats obtenus nous conduit a confirmer que les trois extraits éthanolique,
butanolique et aqueux de RT (1 et 2 g/kg v.0) exercent chez 1’animal une activité
antinociceptive. Cet effet a été mis en évidence au moyen de trois modéles d’étude de la douleur
et de I’analgésie.

Le test de contorsion que certains auteurs considerent comme un modeéle de la douleur
viscérale du fait que la douleur induite dans ce test est similaire a une péritonite (Le Bars et al.,
2001), est fréequemment utilisé pour tester 1’activité antinociceptive. Malgré cela, ce test est peu
spécifique et plusieurs substances non analgésiques a savoir les myorelaxants, les
antihistaminiques, les antidépresseurs peuvent avoir un effet positif (YYeh, 1985; Takahachi et
Paz, 1987). Dans ce test, nos résultats ont montré que les quatre extraits, éthanolique,
butanolique, acétate d’éthyle et aqueux doses dépendant atténuent trés significativement
(P<0.001) la douleur induite par 1’acide acétique. En comparaison avec 1’activité de 1’Acide
Acétyle Salicylique (AAS), c’est I’extrait aqueux qui a montré une activité antinociceptive
maximale face au stimulus nociceptif chimique. Tandis que 1’effet des extraits butanolique et
¢thanolique ont un effet similaire a celui de I’AAS. Il semblerait donc que les quatre extraits de
RT agissent au niveau périphérique pour produire leur activité antalgique.

Dans le test au formol, qui est un modele sensible aux différentes classes des analgésiques
(Dubuisson et Dennis, 1977; Hunskaar et Hole, 1987), nos résultats ont montré que les extraits
éthanolique et butanolique réduisent significativement la réponse nociceptive dans les deux
phases du test. Alors que les extraits acétate d’éthyle et aqueux agissent surtout au cours de la
phase tardive a une forte dose (2g/kg). Durant la phase précoce, I’extrait éthanolique et
butanolique ont un effet 1égérement supérieur a celui de la morphine et I’AAS. Tandis que
durant la phase tardive, I’effet de I’extrait butanolique est plutot similaire a celui de la morphine.

Dans ce modele, la sensibilité nociceptive au cours de la phase précoce serait due a une
activation directe des fibres sensorielles C par le stimulus nocif (Heapy et al. 1987). La douleur
de la phase tardive serait surtout due a un processus généré par le tissu inflammatoire
périphérique combiné a des changements fonctionnels dans la corne dorsale de la moelle
épiniere (Dickenson et sullivian, 1987 ; Dalal et al., 1999). Ces changements peuvent étre
associés a la modulation de quelques neuromédiateurs (Malmberg et Yaksh, 1993). Dans ce
sens, certains travaux ont montré que les analgésiques qui agissent au niveau central tel que les
narcotiques (morphine) inhibent la réponse nociceptive au cours des deux phases du test. En
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revanche, les analgésiques qui ont une action plutét périphérique (AAS) réduisent la réponse
nociceptive surtout au cours de la phase tardive (Shibata et al., 1989). Cela nous conduit a
supposer que les extraits butanolique et éthanolique qui ont une activité antinociceptive
significative au cours des deux phases du test au formol agiraient au niveau central alors que
I’extrait acétate d’éthyle et aqueux qui ne sont efficace qu’au cours de la phase tardive auraient
plutdt un mécanisme d’action périphérique.

Dans le test de la plaque chauffante, modele central sélectif pour les analgésiques
opioidergiques (Abbott et Melzack, 1982), nous avons étudié ’effet antinociceptif des extraits
¢thanolique, acétate d’éthyle, butanolique et aqueux (2g/kg, v.0) en utilisant la morphine (10
mg/Kkg, i.p) comme analgésique opioidergique de référence. Les résultats de ce test ont révélé
que le traitement par les extraits éthanolique et butanolique exercent une forte activité
antinociceptive chez I’animal confirmant une fois de plus I’effet analgésique central de ces
extraits.

A T’issu des résultats obtenus dans ces différents modeles, nous pouvons déduire que tous
les extraits possédent une activité antinociceptive. L’extrait acétate d’éthyle et aqueux ont un
effet similaire a celui de I’AAS, ils agiraient au niveau périphérique probablement en interférant
avec le processus inflammatoire tandis que les extraits éthanolique et butanolique pourraient
agir a la fois aux deux niveaux, périphérique et central. Il parait également, que cette activité
dépendrait d’au moins deux composés chimiques (ou deux groupes différents de composés)
avec deux mécanismes d’action distincts. Le premier groupe de composés agirait par
I’intermédiaire d’un mécanisme opioidergique et Le deuxiéme groupe de composés agirait au
niveau périphérique en interagissant avec la réaction inflammatoire. En plus, Ces résultats ont
révélé également que les extraits éthanolique et butanolique sont les plus actifs et exercent une
forte activité antinociceptive chez I’animal au moyen de trois modeles d’étude de la douleur et
de I’analgésie. Selon des études antérieure et similaire a notre étude, il a été rapporté que
certaines plantes médicinales comme le thym (T. broussonetii, T. satureioides et T. willdenowii)
et Peganum harmala exercent un effet antinociceptive similaire a celui de RT (Elhabazi et al.,
2006 ; Farouk et al., 2008).

Afin de mieux comprendre quelles sont les molécules bioactives qui actent comme des
antagonistes analgésiques, contenant dans les extraits de RT. Nous avons réalisé une
identification phytochimique par HPLC sur les quatre extraits de RT. L’analyse
chromatographique a révélé sur la présence de 9 composés polyphénoliques qui sont: la
vanilline, acide syringique, acide rosmarinique, catéchine, acide cinnamique, tyrosol, acide
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férulique, acide retinique et quercétine. Ce sont les extraits ethanolique et butanolique qui
contiennent une concentration importante de la vanilline, 1’acide rosmarinique et la quercitine.
Dans ce sens, Il a été rapporté dans la littérature que la vanilline possede une activité
antinociceptive, qui pourrait étre due a I’implication des récepteur opioide et a2- adrénergique
(Park et al., 2009) d’autres études ont rapporté que L’excitation répétée des neurones
nociceptifs par des agonistes comme les vanilloides induit une désensibilisation du
récepteur/canal TRPV1 (transient receptor potential vanilloide 1), durant laquelle les
récepteurs ne répondent plus a aucun stimulus.(Robbins et al., 1998 ; Niazi et al., 2014 );
Boonyarikpunchai ont récemment montré que 1’acide rosmarinique posseéde une activité anti-
inflammatoire et anti-nociceptive impliquant aussi la stimulation des récepteurs vanilloides
(TRPV1), les voies de la phospholipase C (PLC) et de la protéine kinase C (PKC)
(Boonyarikpunchai et al., 2014).

Par ailleurs, Anjaneyulu et Chopra, (2003) ont rapporté que la quercétine possede une
activité anti-nociceptive et anti-inflammatoire due a I’implication du systéme opioide, d’autre
¢études ont montré que 1’effet anti nociceptif de la quercétine pourrait é&tre médier par I’activation
du systéme adrénergique (alpha 2 récepteur) et le systeme GABA (Kaur et al., 2005. Filho et
al., 2008).

Il est généralement connu que I’effet analgésique des opioides est basé sur une action
centrale spinale et supraspinale. L’effet spinal des opioides s’exerce par ’activation des
récepteurs p et 3, aboutit au niveau présynaptique a une diminution de I’ouverture des canaux
calciques voltage-dépendant ce qui conduit a une diminution de la libération des
neurotransmetteurs excitateurs et 1’inhibition de la transmission synaptique. Au niveau post-
synaptique, 1’activation des récepteurs az (alpha-2) qui sont couplés a une protéine Gi (G
inhibitrice) inhibent 1’adénylate cyclase (AC), par conséquence diminue la concentration
intracellulaire d'AMP cyclique (AMPCc) et donc I'activité de la protéine kinase A (PKA) AMPc-
dépendante. Le taux d’AMP cyclique et facilite 1I’ouverture des canaux potassiques conduisant
a une hyperpolarisation. Au niveau supraspinale, les opioides bloquent les influences
inhibitrices qu’exerce le GABA sur le systéeme inhibiteur descendant (Vaughan et al., 1999,
2000). Le mécanisme par lequel RT produit un effet antalgique n’est pas encore bien élucidé.
Ainsi, nous pouvons suggérer que les molécules bioactives contenant dans cette plante (a effets
analgeésique périphérique et central), expliquerait sa grande activité et son efficacité par rapport

a I’AAS dans le soulagement de certaines douleurs.
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En fin, cet ensemble de résultats permet de mettre en évidence 1’activité analgésique des
extraits éthanoiques, acétate d’éthyle, butanolique et aqueux, de RT. De ces quatre extraits, ¢’est
I’extrait éthanolique qui est le plus actifs et le plus puissant. Le mode d’action de cet extrait
impliquerait un mécanisme opioidergique comparable a celui de 1’analgésique opioidergique de

référence employeé dans nos expérimentations (la morphine).

b- Etude de activité antidépressive des extraits des racines de RT

Vue les résultats fort important obtenus dans la partie précédente, nous avons cherché a
compléter le tableau pharmacologique des extraits éthanolique, butanolique, acétate d’éthyle et
aqueux chez I’animal. Cet effet a été mis en évidence au moyen de deux modéles animal de
dépression : le test de la nage forcé et la suspension par la queue. La durée d’immobilité
observée est considérée comme une mesure de 1’état du désespoir comportemental de 1’animal.
Le test de la nage forcée « test du comportement du désespoir », décrit par Porsolt et al., 1977,
a suscité beaucoup d’intérét et se trouve actuellement comme 1’un des tests trés utiles pour le «
screening » des antidépresseurs (Borsini et Meli, 1988). Ce test simple repose sur les
constatations suivantes: un animal, placé dans un cylindre rempli d’eau, dont il ne peut
s’échapper, nage pendant un certain temps, puis adopte une attitude immobile trés particuliére.
Il surnage et flotte, mais ne bouge plus. La plupart des antidépresseurs restaurent la nage. Les
auteurs du test attestent qu'au bout d’un certain temps, 'animal se résigne a 1’évidence que nager
ne lui sert plus a rien (désespoir), ce qui expliquerait ce comportement d’immobilité.
L’administration d’antidépresseurs viendrait corriger cette conception pessimiste, autorisant
une reprise de I’activité. Sans pouvoir vérifier cette conception, il faut reconnaitre que presque
tous les antidépresseurs modifient le comportement de 1’animal dans ce test. Ceci se traduit au
niveau expérimental par la diminution du temps d’immobilit¢ de 1’animal au cours du
comportement de nage forcée. Les résultats obtenus montrent que 1’administration par voie oral
des extraits éthanolique, butanolique, et aqueux (1 et 2 g/kg) atténuent tres significativement et
de maniére dose-dépendante le temps d’immobilité au cours de la nage forcée. Cet effet est en
accord avec ce qui a précédemment été cité concernant ’effet des substances a effet
antidépresseur. En comparaison avec 1’activité de I’imipramine utilisée comme controle positif
(antidépresseur), c’est I’extrait éthanolique et butanolique qui ont montré une activité
antidépresseur maximale au test de la nage forcée. Tandis que I’effet de I’extrait acétate d’éthyle

est trés inférieur a celui de I’imipramine.
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Dans le test de la suspension par la queue qui est un test base sur la mesure de la durée des
mouvements déployés lors de la suspension par la queue, nous avons observé que les souris se
débattaient au début puis finissaient par abandonnée, en adoptant une posture immobile, ce qui
correspond a une situation de dépression chez I’Homme. Les extraits butanolique, acétate
d’éthyle et aqueux n’ont exhibé aucun effet antidépresseur sur les souris, a part 1’extrait
éthanolique a une forte dose qui a présenté une activité antidépressive significative (P<0.05)
plus au moins similaire a /’anafraline® (antidépresseur). Le test de la suspension par la queue
est largement utilisé pour évaluer les propriéetés antidepressives de nouvelles molécules, car il
détecte un large éventail d’antidépresseurs, tels que les antidépresseurs tricycliques, les
inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine, les inhibiteurs de la monoamine oxydase
et méme les antidépresseurs atypiques (Ebrahimzadeh et al., 2010).

La comparaison des résultats obtenus dans les deux tests démontre bien une meilleure
activité antidépressive pour le test de la nage forcé. Les différents résultats obtenus dans les
deux tests peuvent étre attribués a plusieurs facteurs. Entre autres leurs variabilités, en réponse
a certains antidépresseurs indiquant potentiellement différents mécanismes pharmacologiques
médian la performance dans ces deux tests (Bai et al., 2001), le spectre de la sensibilité
pharmacologique des deux tests qui est différent (Cryan et al., 2005). Troisiemement, le test de
la suspension par la queue a de nombreux avantages par rapport au test de la nage forcée, y
compris I’absence d’effets hypothermiques induit par 1’eau, la possibilité de tester des souris
pouvant avoir des déficits moteurs qui rendent la natation difficile, et une sensibilité accrue a
une plus large gamme de composés antidépresseurs (Carr et Lucki, 2011). Pour mieux
comprendre 1’effet pharmacologique exhibé par RT sur I’activité antidépressive, nous avons
réalisé une caractérisation phytochimique des molécules bioactives contenant dans les extraits
¢thanolique et butanolique. L’identification a révélé la présence des polyphénols comme la
vanilline, 1’acide rosmarinique, la catechin et la quercitine. Plusieurs études vantent les
propriétés antidépressives de ces molécules bioactives. Samad et al., (2018) ont montré que la
quercétine pouvait prévenir l'altération des enzymes antioxydants, réguler la neurotransmission
sérotoninergique et cholinergique et produire un effet anxiolytique, antidépresseur. D’autres
études ont indiqué que la vanilline pourrait soulager les symptoémes dépressifs dans le modele
de dépression chronique chez le rat par la voie olfactive. L’analyse préliminaire des
neurotransmetteurs de la monoamine a révéle que la vanilline élevait les taux de sérotonine et
de dopamine dans le tissu cerébral. Cela suggere que la vanilline pourrait étre un agent
pharmacologique potentiel pour le traitement du trouble dépressif majeur (Xu et al., 2015).
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Quant a la catechin, il a été demontre par des études antérieures que la catechin pourrait inhiber
I’absorption de la sérotonine, la dopamine et la noradrénaline par les synaptosomes dans
différentes régions du cerveau (Rocha et al., 2007). Cela nous laisse suggeérer que les composés
responsables en grande partie de I’activité antidépressive de RT seraient les polyphénols et les
flavonoides.

La dépression est un syndrome tres complexe, les chercheurs ne sont pas d’accord sur tous
les aspects le concernant. Ce phénomeéne implique un tel nombre de neurotransmetteurs et de
mécanismes que plusieurs familles d’antidépresseurs existent déja, et de nouvelles molécules
continent de voir le jour. D’une maniere assez simpliste, on peut dire que les traitements
antidépressifs actuels agissent sur les principaux neurotransmetteurs soupgonnés étre impliqué
dans la dépression. Les monoamines (sérotonine, adrénaline et noradrénaline) et le GABA sont
les principales molécules incriminées dans I’apparition des désordres anxieux, bien qu’on sache
qu’il en existe d’autre d’importance discutable.

Les antidépresseurs agissant sur les monoamines vont soit bloqué la recapture des
neurotransmetteurs, ou bien, ils vont inhiber I’action de la MAO (a et b) (Dorosz, 1998), qui est
I’enzyme de dégradation des monoamines. Le résultat pour ce type de traitement est le méme,
est ¢a consiste a augmenter la biodisponibilité du transmetteur dans 1’espace inter synaptique,
ce qui a pour effet d’augmenter son action. La deuxiéme famille d’antidépresseurs connus
c’est : les benzodiazépines. Ces molécules ont une affinit¢ au GABA. Leur mode d’action
consiste en une augmentation de 1’affinité du GABA pour ses récepteurs et provoquent ainsi
une augmentation de la perméabilité de la membrane des cellules nerveuses au chlore (Purves
et al., 2000). 11 s’en suit une diminution de I’excitabilité de la cellule nerveuse, ce qui a pour
conséquence de tranquilliser I’animal (Lullmann et al., 1991).

Les résultats obtenus nous permettent d’émettre I’hypothése selon laquelle les polyphénols
de RT exerceraient leur activité antidépressive-like via un ou plusieurs mécanismes, soit en
inhibant la recapture des neurotransmetteurs, augmentant ainsi leur concentration au niveau de
I’espace inter-synaptique et/ou en inhibant des enzymes comme la MAOa et la MAOD, ou bien

en inter- agissant avec le systeme GABAérgique.
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Conclusion générale et perspectives
Nous constatons un regain d’intérét pour I’utilisation des plantes médicinales depuis

quelques années. Plusieurs raisons favorisent cela. Comme principales causes, nous pouvons
citer les nombreuses vertus curatives des plantes ainsi que leur mode d’action. Les principes
actifs des plantes agissent en douceur et en profondeur sans agresser 1’organisme. Ils le

stimulent et renforce ses défenses immunitaires.

Dans ce cadre, nous nous sommes particulierement intéressés a RT, une plante utilisée pour
le traitement des atteintes hépatiques et le syndrome anémique. L’objectif principal de notre
travail a été double : Mettre en évidence les vertus thérapeutiques de la plante et apporter a
travers des études pharmacologiques la preuve scientifique de 1’efficacité de ses principes actifs

afin d’en faire un usage rationnel en médecine conventionnelle.

Nous avons opté au début de cette étude a effectuer une enquéte ethnopharmacologique sur
I’utilisation traditionnelle de RT aupres des herboristes, tradithérapeutes et des femmes au foyer
de la ville de Marrakech et de ses environs. A I’issu de cette étude, nous avons collecté des
données ethnopharmacologiques, pharmacognosiques, pharmacologiques et finalement
toxicologiques. Ces données constituent une source d’information importante a exploiter pour

I’élaboration d’une pharmacopée nationale des plantes médicinales marocaines.

Dans un second temps nous avons réalisé une étude phytochimique qualitative et
quantitative pour avoir une approche phytochimique les différents composants chimiques
présents dans les extraits de RT. La caractérisation phytochimique nous a permis d’identifier
neuf composés phénoliques qui sont : la vanilline, I’acide rosmarinique, 1’acide cinnamique, la
quercetine, la catéchine, 1’acide syringique, I’acide rétinique, 1’acide férulique et la tyrosole. Ce
qui est essentiellement important pour 1’évaluation des propriétés pharmacologiques de la

plante.

Si la caractérisation phytochimique est indispensable pour bien accomplir toute
investigation pharmacologique des extraits d’origine végétale, une étude de toxicité n’en

demeure pas de moindre importance. Il s’agit 1a, de déterminer la toxicité aigiie de I’extrait ainsi
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que la marge thérapeutique. C’est une étape indispensable a I’utilisation de toute substance a
des fins thérapeutiques. Dans ce sens, nos résultats ont montrés que 1’extrait éthanolique de RT
est dépourvu de tout effet toxique chez les souris méme a une dose maximale de 5g/kg. Notre
intérét s’est porté également sur I’étude de la toxicité subaigué afin de déterminer 1’effet toxique

a long terme et aussi chercher la DLso.

Ainsi donc, c’est en tenant compte des différents éléments précités ci-dessous qu’on
pourrait mettre au point une expérimentation pharmacologique fiable. Dans cette partie, les
travaux réalisés ont consistés a étudier I’activité antioxydante, I’activité hépato-protectrice,
I’activité anti-urolithiasique, I’activité antiagrégante plaquettaire, 1’activité analgésique et

finalement 1’activité antidépressive.

Les extraits de la plante sont généralement utilisés a 1’état brut. C’est pourquoi nous avons
utilisé des doses élevées pour nos tests comparativement au produit de référence. Pour pallier a
cela dans I’avenir, il est préférable d’isoler les principes actifs des différents extraits de la plante

et de les présenter sous une forme galénique acceptable.

L’ensemble des résultats, suite a des tests pharmacologiques semble indiquer que les
extraits butanolique et éthanolique de RT ont exhibé pour leur part, un pouvoir antioxydant trés
important contrairement aux extraits aqueux et acetate d’éthyle qui n’ont pas montrés d’effet
important pour cette activité. En outre, 1’extrait éthanolique de RT a montré qu’il exerce
plusieurs effets bénéfiques tels que : activité anti-nociceptive, et antidépressive, antilithique et
enfin hépato-protectrice. Quant a 1’extrait butanolique, il présente une activité antiagrégant
plaquettaire trés importante in vitro et ex vivo chez 1’animal et in vitro chez I’Homme.
L’importance des différents effets pharmacologiques exhibés par les différents extraits de la
plante, montre bien une certaine inter-potentialisation et une synergie d’action entre ses

constituants actifs.

Enfin, les résultats obtenus peuvent justifier 1’utilisation traditionnelle marocaine de RT,

cet usage devrait se faire sous contrdle des doses a prendre.

En perspective, d’autres études s’imposent pour 1’explication des différents mécanismes
d’action intervenant dans les activités biologiques testées. Certes, cette étude ne s’arrétera pas
dans ce stade car il reste énormément d’activités biologiques a tester ainsi le travail doit

s’orienter vers 1’étude des principes actifs de la plante sur toutes les activités déja étudiées et

162



celle que nous n’avons pas encore testé toute en tenant en considération leurs études

toxicologiques
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