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Abstract

Thymus,called Thyme, is a plant of the Lamiaceae family very widespread in
Algeria. Our work focused on the study of thetoxic effect, on intestines, of the Tymemethanolic

extract in mice.

The male mice (Musmusculus)were treated, orally (gastric gavage), with a dose of
62.5 mg /Kg of the Thyme methanolicextract. The observed results do not present any

disorderon the intestine:sign of inflammation, alteration withnecrosis, apoptosis and fibrosis.

TheThymusplant is classified in the category of non-toxic plants, that is meanthat

this plant has a protective effecton mice.

Keywords: Thymus;Methanolic extract; Acute toxicity; Intestinal toxicity; Protective effect.



Résumé

Thymus, appelé Thym, est une plante de la famille des Lamiacées tres répandue en
Algérie. Notre travail a porté sur I’étude de l'effet toxique, sur les intestins, de l'extrait

méthanolique de Thym chez les souris

Les souris males (Mus musculus) ont été traitées, via la voie orale (gavage), par
une dose de 62,5 mg /Kg de I’extraitméthanoliquedu Thym. Les résultats observés ne présentent
aucun troublesur I’intestin : signe d’inflammation, ou altération avec nécrose, apoptose et

fibrose.

La plante de Thymus est classée dans la catégorie des plantes non toxiques, ¢a

veut dire que cette plante a un effet protecteur sur les souris.

Mot clés : Thymus ; Extrait méthanolique; Toxicité aigué ; Toxicité intestinale ; Effet protecteur.
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Introduction

Durant des siécles et méme des millénaires, nos ancétres ont utilisé¢ les plantes
pour soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. Ainsi, méme
actuellement, malgré le progrés de la pharmacologie, 'usage thérapeutique des plantes
médicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement. En effet, il existe environ 500.000 especes de plantes sur terre, dont

80.000possedent des propriétés médicinales (Benkhnigue et al., 2010).

Parmi ces plantes il y’a l’espéce Thymus qui appartient a la famille des
Lamiacées. Cette derniére est connue pour ses multiples activités biologiques : antioxydante,
antimicrobienne (Benkhnigue et al., 2010).Ses multiples propriétés pharmacologiques sont dues
a la richesse de la plante en alcaloides qui sont parmi les groupes les plus importants de produits
naturels en raison de leurs propriétés biologiques et de leur diversité structurale (Bruneton,

1999).
La présentation de notre étude est répartie comme suit.

> Une premigre partie, bibliographique, comportant quatre chapitres dont :
v' le premier chapitre présente un apergu bibliographique sur le genre
Thymus ;
v" le second chapitre concerne des généralités sur la toxicité ;
v le troisiéme chapitre correspond a la toxicité des plantes
médicinales ;
v' e dernier chapitre présente les différentes méthodes qui étudient
les effets toxiques de plantes.
> Une partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres :
v le premier chapitre présente le matériel d’étude et les méthodes
utilisées pour la réalisation de ce travail ;
v le second chapitre concerne les résultats obtenus ainsi que la
discussion ;
v la conclusion et les perspectives constituent la derniére partie de

notre manuscrit.
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Chapitre I : Apercu bibliographique sur le genre Thymus
Chapitre I : Apercu bibliographique sur le genre Thymus

I. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées en raison de leurs propriétés spéciales
bénéfiques pour la santé humaine. Elles sont utilisées de différentes manicres, y compris les
décoctions, les macérateurs et les infusions. Une ou plusieurs de leurs parties, racines, feuilles
et fleurs peuvent étre utilisées (Dutertre, 2011). Les plantes médicinales sont des plantes qui
contiennent un ou plusieurs ingrédients actifs qui peuvent prévenir, atténuer ou guérir les
maladies, selon leur dosage, et parfois méme toxiques (Boughrara, 2016). Par conséquent, les
plantes médicinales sont trés importantes pour la recherche et le développement de
médicaments, elles sont utilisées directement comme agents thérapeutiques, comme matieres
premieres pour la synthese de médicaments ou comme modeles de composés pharmaceutique

ment actifs (Kahlouche-Riachi, 2014).
I1. Présentation de la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées, est décrite et nommeée a l'origine par de Jussieu (1789)
qui a donné le nom de famille Labiatae, en raison de ses fleurs et pétales uniques (Morris,

2011).

La famille des Lamiacées (Labiatées) semble €tre une source d'especes végétales
abondantes avec une activité antioxydante et des concentrations ¢levées de composés
phénoliques. En raison de ces faits, des recherches approfondies ont ét¢ menées sur des plantes
de la famille des Lamiacées. Cependant, chaque plante contient généralement
différentscomposés phénoliques, qui présentent une teneur en antioxydants différente et ont

donc des capacités antioxydants différentes (Jeyakumar, 2012).
I11. Présentation du genre Thymus
IIL.1. Généralités

Le Thymus est une plante de la famille des Lamiacées (communément appelée
thym) .Ce sont des plantes rampantes ou des plantes en coussin, avec de petites fleurs roses
clairs ou blanches (Figure 1). Ces plantes sont riches en huiles essentielles et font donc partie

des plantes aromatiques (Kabouche et al., 2005).
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Chapitre I : Apercu bibliographique sur le genre Thymus

Figure 01 :Thymus vulgaris (Kabouche et al., 2005).

I11.2. Etymologie

Origine du nom: le nom Thym proviendrait aussi bien du latin que du grec :

< Thymus : «parfumer» (latin) ;

« Thumus : «courage» (grec).

Le nom de « Thym » est la francisation de Thymus qui désignait en latin plusieurs
Lamiacées aromatiques de petite taille, lui-méme issu du grec Thumon qui signifie « offrande
(que l'on brile) » et « parfum », a cause de I'odeur agréable que la plante dégage naturellement
ou lorsqu'on la fait briler. Le nom provient de 1'égyptien Tham, nom d'une plante servant a

embaumer les corps ou de la racine grecque Thy, signifiant « exhaler une odeur » (Grieve,
1931).

111.3. Habitat et culture

Le thym est trés rustique, a besoin de soleil et pousse a I'état sauvage sur les
collines arides et rocheuses de la région méditerranéenne. Il faut deux ans pour germer et il est
préférable de reproduire la plante par division de racine, stratification ou boutures printaniéres.

La partie aérienne est récoltée a la fin de I'ét¢ (Larousse des plantes médicinales, 2001).
I11.4. Taxonomie

En 1963,Quezel et Santa ont désigné plus de 100 espéces de plantes aromatiques
appartenant a la famille des Labiées (Haddouche , 2011). Le Tableau ci-aprés présente la

classification botanique du Thym.
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Chapitre I : Apercu bibliographique sur le genre Thymus
Tableau 1 : Classification botanique du Thym (Haddouche, 2011).

Sous reégne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales

Famille Lamiacées

Genre Thymus

VI. Principaux constituants du Thym
En plus des huiles essentielles, les tiges de Thym contiennent également des
flavonoides (thymosine, sicilyol et 8-méthoxy-sicilyol), des acides phénoliques (en particulier

l'acide caféique et l'acide rosmarinique), des tanins et une résine(Haraguchi et al,. 1996).

Dansles pharmacies, le thymol et le carvacrol sont utilisés dans les bains de
bouche, les dentifrices, les savons, les pommades, les lotions, les pastilles pour la gorge et les

médicaments antigrippaux (Haraguchi et al., 1996).

La composition chimique de I’huile essentielle de Thym est variable, elle
dépend de nombreux facteurs. Ces derniers sont principalement a l'origine du climat
¢cologique, mais dépendent également de la saison de récolte (période végétative) (Hazzit et

al.,2009)

Les principes actifs du Thym sont :

— les acides phénoliques: acide caf¢ique (Cowan, 1999), acide rosmarinique (Takeuchiet
al, 2004) ;
— les flavonoides: hesperédine, eriotrécine, narirutine(Takeuchi et al, 2004),lutéoline

(Bazylko et Strzelecka, 2007) ;
— les polyphénols: tannins (Cowan, 1999 et Chalchat, 2004).

V. Description botanique

C’est un tres petit arbuste, haut, de cing a six pousses au plus, dont les racines font

gréles, ses branches sont chargées presque deés leurs base de rameaux nombreux, épars,
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presqu’opposes, €talés, un peu anguleux, droit, légérement pubescents a leur partie supérieure,
garnis de feuilles opposées, presque sessiles, plus longues que les entre-nceuds trés ouvertes,
étroites, linéaires, trés entieres, glabres a leurs deux faces, rétrécis a leur base, aigues a leurs
sommet, longues de quatre a cinq lignes, larges d’un peu plus d’une demi-ligne. Les fleurs sont
réunies a ’extrémité des rameaux en épis courts, capité, garnis de bractées ovales, lancéolées,
aigues, ¢largies a leur base, ciliées, ponctuées, le calice trés velu coloré, a cinq dents sétacées,
fortement ciliées de longs poils blanchatres, la corolle petite, de couleur rose ou un peu
purpurine, les étamines plus longues que la corolle, les anthéres un peu globuleuses, a deux
loges, le style presque de la méme longueur que les étamines, deux stigmates aigus (Figure 2)

(Mebarki., 2010).

Figure 02 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris (Mebarki., 2010).
VI. Répartition géographique
e Dans le monde

Le Thymus est 1'un des 250 genres les plus diversifiés des Lamiacées (Naghibi
et al.,2005). Selon (Dob et al., 2006), prées de 350 especes de Thym sont réparties entre
I'Europe, 1'Asie occidentale et la Méditerranée. C'est un genre trés commun en Afrique du
Nord-Ouest (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), et il pousse également dans les montagnes de
I'Ethiopie et du sud-ouest de I'Arabie qui traversent la péninsule du Sinai en Egypte
(Mebarki ,2010). On le trouve également en Sibérie et méme dans 1'Himalaya. Selon une
¢tude, environ 110 especes différentes du genre Thymus sont concentrées dans le bassin

méditerranéen (Nickavar et al., 2005).
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e En Algérie

Le Thym comprend plusieurs especes végétales, qui sont réparties dans les
zones cotieres et méme dans les zones intérieures des régions arides (Mebarki, 2010). 11 a de
nombreuses especes en Algérie, et il n'est pas facile a déterminer en raison de leurs variabilités
et leur tendance a s’hybrider facilement. Le Tableau 2 montre la localisation des principales

especes de Thym en Algérie.

Tableau 2: Localisation des principales espéces de genre Thymus en Algérie(Mebarki2010).

Espéces Découverte par Localisation

Thymus capitatus Hoftman et Link Rare dans la région de
Tlemcen

Thymus fontanesii Boiss et Reuter Commun dans le Tell
Endémique Est Algérie-
Tunisie

Thymus commutatus Battandier Endémique Oran

Thymus numidicus Poiret Assez rare dans: Le sous-

secteur de I’atlas tellien, La
grande et la petite Kabylie,
De Skikda a la frontiére
tunisienne, Tell
constantinois

Thymus guyoni No¢ Rare dans le sous-secteur
des hauts plateaux algérois,
oranais et constantinois

Thymus lancéolatus Desfontaine Rare dans: le secteur de
I’atlas tellien (Terni de
Médéa Benchicao) et dans
le sous-secteur des hauts
plateaux algérois, oranais
(Tiaret) et constantinois

Thymus pallidus Coss
Trés rare dans le sous-
secteur de L’Atlas
Saharien et constantinois
Thymus hirtus Willd Commun sauf sur le littoral
Thymus glandulosus Lag

Trées rare dans le sous-
secteur des hauts plateaux




Chapitre I : Apercu bibliographique sur le genre Thymus

algérois

Thymus algériensis Boiss et Reuter Trés commun dans le sous-
secteur des hauts plateaux
algérois, oranais

Thymus munbyanus Boiss et Reuter Endémique dans le secteur
Nord algérois

VII. Propriétés et usages du Thym
- Assaisonnement des aliments et des boissons ;

- Antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est indiqué pour

traiter les infections des voies respiratoires supérieures ;

- Les principaux constituants du Thym montrent des propriétés vermifuges et vermicide

(BazylkoetStrzelecka, 2007).

-Propriétés antivirales, antifongiques, anti-inflammatoires et antibactériennes. Une étude
récente a montré que les extraits de méthane et d'acide caproique des parties aériennes du
Thym inhibaient la croissance de Mycobacterium tuberculosis (bactérie tuberculeuse)

(Jiminez-Arellanesetetal, 2006).

-Propriétés antioxydantes(Takeuchi et al, 2004 ; Golmakani et Rezaei, 2008),en raison de ces
propriétés, le Thym est utilis€ comme un conservateur afin de prolonger la durée de conservation

des poissons Thunnus thymnus durant leur stockage (Selmi et Sadok , 2004).

-Le Thym est la plante médicinale la plus utilisée en médecine traditionnelle algérienne comme
expectorant, stomachique, carminatif et diurétique. Il est aussi utilis¢é comme condiment, en

usage cosmétique (parfums, soins de beauté) (Kaboucheetal., 2005).

-Convient aux infections respiratoires telles que la bronchite, la grippe, la toux et les maux de
gorge. Par conséquent, il peut étre utilisé dans les diffuseurs de parfum pour désinfecter la

chambre du patient (Ginseng., 2013).

-L'huile essentielle de Thym posséde une activité antifongique (Ruberto et al., 1993) et est

caractérisée par un fort potentiel antimicrobien (Cosentino et al., 1999).

- Effet antioxydant (Economou et al., 1991), li¢ principalement a la présence de composés

phénoliques en grandes proportions dans cette huile essentielle. Le thymol, le carvacrol et le p-

ST




Chapitre I : Apercu bibliographique sur le genre Thymus
cymene-2, 3-diol isolés a partir de l'huile essentielle du Thym confirment également cette

activité antioxydante (Ternes et al., 1995).
VII.1. Utilisation traditionnelle du Thym

- Contre les infections : le Thym est excellent contre la bronchite, la coqueluche, la pleurésie.

L’infusion soigne les infections bénignes de la gorge et des bronches ;

- Le Thym est prescrit aux enfants asthmatiques. Il est efficace en cas de rhume des foins.
- Le Thym est prescrit aux enfants comme vermifuge ;

- Le Thym soulage les piqlires d’insecte a appliquer sur la peau en usages externes.

- On l'utilise en cas de douleurs sciatique ou rhumatismales ;

- Il soigne aussi 1'herpes, le pied d'athlete, les aphtes, les mycoses, la gale et les poux (Larousse

des plantes médicinales, 2001).

Le Thym est utilis¢ fréquemment par les populations autochtones grace a ses
diverses propriétés importantes. Cette plante aromatique trés odorante, est utilisée dans la cuisine
algérienne pour faire les différents plats, recommandée contre tous les types de faiblesse, et
indiquée pour les crampes d’estomac, les inflammations pulmonaires et les palpitations, ainsi
que les affections de la bouche, les contusions (l€sion produite par un choc sans déchirure de la
peau), et les accidents articulaires(Madi, 2010).11 est considérée aussi comme l'un des remedes
populaires les plus utiles et efficaces, dans le traitement des affections respiratoires « rhume,
grippes et angine ». I contribue également dans le nettoyage et la cicatrisation des plaies, et

aussi I'expulsion des gaz intestinaux (Haddouche, 2011).

De nombreuses études semblent indiquer que certains extraits moléculaires de
Thym (principalement des flavonoides) ont des propriétés anti-inflammatoires. Cette activité
est due a la capacité de ces extraits a réguler la fonction du syst¢éme immunitaire en inhibant

l'activité des enzymes susceptibles de provoquer une inflammation (Zeghad, 2009).

Les flavonoides sont des puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes
B et T. Cet effet peut étre variable: en effet, les flavones (apigénine, lutéoline et 7,3' 4
hydroxyflavone) et les flavonols (kaempférol, quercétine et myricétine) inhibent la prolifération
des lymphocytes T alors que seule la myricétine est active sur les lymphocytes B. L'explication

est encore inconnue (Zeghad, 2009).

ST




Chapitre I : Apercu bibliographique sur le genre Thymus

L'effet antiprolifératif des flavonoides pourraient s'expliquer par leur capacité a
inhiber l'activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou protéine tyrosine kinase).
Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d'histamine des
basophiles et des mastocytes (Benguerba, 2008). Des recherches récentes ont démontré que les
flavonoides, notamment les flavonols, peuvent prévenir la douleur en accélérant la réparation des
tissus au niveau moléculaire. De maniére spécifique, ils inhibent I’enzyme NOS responsable de
la synthese de I'oxyde nitrique, qui est déclencheur chimique de I'inflammation (Madi, 2010).
VIII. Principaux effets du Thym
a) Usage interne
- Stimulant général, physique et psychique de la circulation capillaire ;
- Apéritif';
- Hypertenseur ;

- Antispasmodique, stomachique ;

- Balsamique, expectorant (modificateur des secrétions) —Antiseptique intestinal, pulmonaire,
génito-urinaire ;

- Stimulant de la leucocytose dans les maladies infectieuses, diurétique, sudorifique,
emménagogue, carminatif, vermifuge et hypnotique léger (Valnet, 1979).

b) Usage externe
- Antiseptique et bactéricide (surtout essence peroxydée) ;

- Antivenimeux, antirhumatismal et parasiticide (Valnet, 1979).
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I. Toxicologie

Elle étudie les effets nocifs des substances chimiques sur les organismes vivants.
Elle s'intéresse a de nombreux domaines des activités humaines: agriculture, alimentation,

pharmacie, environnement, etc. (Gilles, 2004).
I.1. Voies d’exposition aux produits toxiques
I.1.1. Voie respiratoire (inhalation)

Dans la majorit¢ des milieux de travail, la voie respiratoire représente la
principale voie d’entrée des xénobiotiques. La forte possibilité que I’air ambiant soit contaminé
par des vapeurs, des gaz, des fumées, des poussicres, etc. explique cette situation. Il suffit de

penser notamment a I’inhalation de fumées de soudure.

L’absorption par le poumon est influencée par I'important volume d'air auquel un
adulte est exposé¢ quotidiennement (=10000 a 20000L), la trées grande surface de la région

alvéolaire (*80m?) et l'extréme minceur de la paroi alvéolaire (=1 pum) (Viau et Tardif , 2003).
I.1.2.Voie cutanée (peau)

La peau est une barriere imperméable qui recouvre toute la surface du corps et qui
le protége. Cette enveloppe protectrice fait obstacle a la pénétration de nombreux contaminants.
Toutefois, cette barriere n’offre pas une protection complete, car elle présente des failles, dont la
base des poils et les pores. L’absorption cutanée est influencée par de nombreux facteurs tant
physico-chimiques (ex : pureté, grosseur de la molécule, solubilité¢) qu’individuels (ex :
hydratation de la peau, présence de I€sions cutanées) et anatomiques (ex : endroit du corps mis

en contact avec le toxique) (Gilles, 2004).
I.1.3.Voie digestive

Au niveau du tube digestif ce sont l'estomac et I’intestin (duodénum, intestin
gréle) qui sont les principaux sites d'absorption. Dans l'estomac les acides faibles, a l'inverse
des bases faibles, sont facilement diffusibles. Dans l'intestin ce sont les bases faibles qui sont
les plus facilement absorbées. Des phénomenes de transport actif peuvent intervenir pour

certains toxiques (thallium, plomb) (Tron et al., 2002).
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I.1.4.Autres voies

Il existe d'autres voies d'entrée, appelées voies parentérales, qui sont
généralement moins importantes : les injections intraveineuses (IV), sous-cutanées (SC), intra-
péritonéales (IP) et intramusculaires (IM)(Holmberg et al., 2000).

I.2.Cheminement d’un toxique dans I’organisme

1.2.1.Absorption

L'absorption est le processus de pénétration du produit dans le corps. C'est une
¢tape importante car avant d'entrer dans le sang, le produit ne doit pas provoquer d'effets
toxiques systémiques. L'absorption peut se produire a 3 endroits, principalement: le tube
digestif (principalement dans l'estomac et les intestins), les poumons (au niveau des alvéoles)
et la peau (au niveau de I'épiderme et du derme) (Tron et al., 2002).

1.2.2.Distribution

Lors de leur transport sanguin, les toxiques peuvent étre liées aux hématies, aux
composants plasmatiques, ou se trouver a I'état libre non liées dans le sang (Holmbergetal.,

2000;Lauwerys, 2003).
1.2.3.Biotransformation

La biotransformation fait référence a un ensemble des réactions qui rendent la
structure chimique d’un toxique (qui est initialement liposoluble) plus polaire (ionisable), donc
plus soluble dans I’eau et ainsi plus facilement excrété dans l'urine. Le foie est le principal

organe impliqué dans la biotransformation des toxiques (Viau et Tardif, 2003).
1.2.4. Excrétion

Ce processus consiste a rejeter le produit inchangé ou ses métabolites a
I'extérieur de l'organisme. L'excrétion peut se faire par voie rénale (l'urine), gastro-intestinale

(les selles), pulmonaire (I'air expir¢), cutanée (la sueur) ou lactée(le lait)(Gilles, 2004).
I1. Effet toxique

I1.1.Notion d’effet toxique

L'effet toxique est la capacité inhérente d'une substance chimique a avoir un
effet nocif sur les étres vivants et a en faire une substance dangereuse. Ainsi, I'effet néfaste est
li¢ a la dose, a la voie d'absorption, au type et a la gravité des l€sions ainsi qu'au temps

nécessaire a l'apparition d’une 1ésion (Gilles, 2004).
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I1.2.Relations dose-effet et relation dose-réponse

La relation « dose-effet » est la relation entre la dose et I’effet a ’échelle de
I’individu (Figure 3). L’augmentation de la dose peut accroitre I’intensité ou la sévérité d’un
effet. Une courbe dose-effet peut étre tracée pour I’ensemble de I’organisme, la cellule ou la
molécule cible. Certains effets toxiques, comme la mort ou le développement d’un cancer,

n’ont pas un caractere progressif: ils représentent des effets «tout ou rien» (Holmberg et al.,
2000).

La relation « dose-réponse » désigne la relation entre la dose et le pourcentage
d’individus présentant un effet spécifique (Figure 4). Lorsque la dose augmente, un plus grand

nombre d’individus sont affectés dans la population exposée (Holmberg et al., 2000).

Doee [T T

Figure 3 : Relation entre la dose et I’effet (Gilles, 2004).
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Figure 4 : Relation entre la dose et la réponse (Gilles, 2004).
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I1.3.Différentes formes de toxicité

L’Homme est constamment exposé a une toxicité soit aigué, subaigué ou encore

chronique (Bismuth et al., 1987).
I1.3.1.Toxicité aigué

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatement aprés un seul repas, ou dans
une courte période de pres de plusieurs repas. C’est 1’é¢tude qualitative et quantitative des
phénomenes toxiques qu’il est possible de rencontrer aprés administration unique de la ou les
substances actives contenues dans le médicament (Ruckebusch, 1981).Le terme toxicité orale

aigué est plus souvent utilisé en liaison avec les déterminations de la létalité et de la DL50.

La DL50 est définie comme la dose déterminée statistiquement qui, lorsqu’elle est
administrée dans un test de toxicité aigué, est susceptible de causer la mort de50% des animaux

traités sur une période donnée (Oliver, 1986).
I1.3.2.Toxicité subaigué

La toxicit¢ subaigué implique des effets nocifs qui ne produisent pas
immédiatement d'effets toxiques en raison d'une administration répétée. Des effets tardifs
peuvent survenir a cause de l'accumulation du produit dans les tissus ou a cause d'autres
mécanismes (OCDE, 1979). La substance a test est administrée quotidiennement, a différents
niveaux de dose, a plusieurs groupes d'animaux. De maniére générale, au moins trois groupes

d'essai et un groupe témoin doivent étre utilisés (OCDE, 2008).
I1.3.3.Toxicité chronique

Le but d'une étude de toxicité chronique est de déterminer les effets d'une
substance d'essai, chez une espéce de Mammifere donnée, a la suite d'une exposition prolongée
et répétée(OCDE, 1979).La substance d'essai est administrée quotidiennement a plusieurs
groupes d'animaux d’expérience a des doses progressives, en général pendant une période de 12
mois. Cette durée est assez longue pour permettre aux effets de toxicité cumulée de se
manifester, tout en évitant les effets perturbateurs des changements liés au vieillissement

(OCDE, 2009).
I1.4.Comparaison entre la toxicité aigué et chronique

Les mots «aigué » et « chronique » peuvent étre accolés a exposition, intoxication,

toxicité et effets. Classiquement, on consideére qu’il y a intoxication aigué lorsque des effets
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biologiques surviennent apres une période d’exposition a un contaminant ne dépassant pas 24
heures. L’intoxication chronique concernera une exposition réitérée de I’animal pendant une
période de six mois ou plus. L’exposition de durée intermédiaire, généralement 13 semaines,

déterminera I’intoxication sub-chronique (Viau et Tardif, 2003).

Il semble approprié d'utiliser les mémes intervalles de temps pour définir le type
d’intoxication subi par une population, méme si la durée de vie moyenne des humains est de loin
supérieure a celle des animaux de laboratoire. D’emblée, le type d'intoxication déterminera
également la facilit¢ ou la difficulté d'établir une relation causale entre une exposition et

l'observation d'effets toxiques (Viau etTardif ; 2003).

I1.5.Description des manifestations toxiques par systemes biologiques et quelques organes

cibles
I1.5.1.Hépatotoxicité

Il s'agit de dommages au foie. Tout comm ele cceur et les poumons, le foie est
I’organe le plus volumineux et le plus complexe du corps, il est impliqué dans le
métabolisme des nutriments et de la plupart des xénobiotiques. C’est une cible pour de
nombreux toxiques a cause de son important débit sanguin et de sa situation par rapport a la

circulation sanguine (Gilles, 2004).

Tableau 3: Principaux effets toxiques observés sur le foie (Lu, 1992).

Lésions hépatiques Caractéristiques

Stéatose Elle correspond a I'envahissement du tissu par des graisses. Les toxiques
agissent en bloquant I'élimination des triglycérides hépatiques dans le sang.

Nécrose
Elle suppose la destruction des hépatocytes et correspond généralement aux
1ésions aigués

Cholestase
Diminution ou arrét de l'écoulement de la bile par modification de
l'excrétion biliaire

Cirrhose Présence d'infiltrations de collagéne dans la masse hépatique.

Hépatite Manifestations cliniques de l'inflammation du foie.

I1.5.2.Néphrotoxicité
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C'est I’effet toxique sur le rein. Le rein joue un rdle capital dans le maintien de

I’équilibre hydrique, électrolytique et acido-basique du corps et contribue a débarrasser le sang
de ses impuretés, et notamment de certains toxiques (Gilles,2004). Les atteintes rénales
concernent principalement le glomérule en diminuant la filtration, mais également les tubules
proximaux qui concentrent les toxiques du fait de leur forte activité d'absorption et de sécrétion

(Lu, 1992).
11.5.3.Neurotoxicité

C’est Dl’effet toxique sur le systéme nerveux(SN). Le SN est un ensemble de
cellules spécialisées ou non dont I'unité fondamentale est le neurone. Les neurones assurent le
transfert de I’information (influx nerveux) d’une partie du corps a une autre, afin d’assurer le
fonctionnement interne de I’organisme et ses relations avec le milieu extérieur (Gilles, 2004).

Les principaux effets toxiques sur le systéeme nerveux sont résumés dans le tableau ci-apres.

Tableau 4 : Diverses catégories d’effets neurotoxiques (Gilles, 2004).

Effets toxiques Caractéristiques

La dépression du | qui se manifestent a la suite d’une exposition a des solvants
systéme tels que le toluéne et le xyleéne.

nerveux central

La neuropathie affection du SNP qui peut étre produite par des solvants tels que le n-
périphérique hexane.
Le tétanos qui consiste en des contractures musculaires et qui est causé par une

toxine biologique produite par le Clostridium tetani.

La paralysie | causée par une toxine biologique produite par le Clostridium

musculaire botulinum.
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Chapitre III: Toxicité des plantes médicinales
I. Généralités

Les plantes médicinales toxiques contiennent des poisons ou des toxines qui
peuvent induire des effets secondaires indésirables chez I'animal et I'Homme, lors de la
consommation ou de l'administration a des fins thérapeutiques. En général, les plantes
considérées comme toxiques pour I'Homme sont susceptibles d'étre toxiques aux animaux aussi.
Les réactions aux plantes toxiques peuvent aller de 1égéres a graves, en fonction de 1'age et de la

taille du patient, des facteurs de santé tels que les allergies et le montant de I'exposition.

Le premier rapport sur la toxicité des herbes provient de « Galen », un pharmacien
et médecin grec qui a montré que les herbes ne contiennent pas seulement des composants
médicinaux bénéfiques, mais peuvent également étre constituées de substances nocives (Cheng
etZhen, 2004).Malgré les avantages qui en découlent a partir des plantes, certaines d'entre elles

peuvent Etre toxiques. Cela peut entrainer une toxicité aigué et la mort (Stewart et al ., 1999).
I1. Symptomes toxiques des plantes médicinales

Généralement, 1'action d'une substance toxique peut étre divisée en deux phases

principales, comme illustré dans la Figure 5.

— La phase cinétique : implique I'absorption, le métabolisme, stockage temporaire,
distribution. Un toxique est absorbé, détoxifi¢ par des processus métaboliques et excrété

sans aucun dommage.

— La phase dynamique :est divisée comme suit : le toxique réagit avec un récepteur ou un
organe cible dans I'é¢tape de réaction primaire, il y a une réponse biochimique et
physiologique ou des manifestations comportementales de l'effet du toxique se

produisent(Duncan et al .,1999).

Toxique + Récepteur modifié

— Réaction primaire




Réponse comportementale ou
physiologique

Altération des signes vitaux
(température, Pouls, fréquence
respiratoire et tension artérielle)

Systéme nerveux central: hallucinations,
Convulsions, coma, ataxie et paralysie
Effets sur le systéme immunitaire
Mutagenese

Tératogenese

Carcinogenese
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Effet biochimique

Inhibition de la respiration (Utilisation
d'02)

Perturbation du métabolisme lipidique

Malnutrition de la biosynthese des
protéines

Perturbation de la membrane cellulaire

Inhibition enzymatique

Figure 5: Principales étapes du processus global menant a une réponse toxique (Manahan,

2003).

Le processus toxicologique global décrit dans la FigureS, consiste en des
réponses comportementales et physiologiques chez I'Homme et d'autres animaux apres
exposition a certaines plantes médicinales toxiques. Cette section est divisée sur la base de
réponses dans les principaux tissus et organes. Les principaux systémes considérés ici sont le
systetme du tractus gastro-intestinal, le foie, les reins, la peau, le systéme sanguin et

cardiovasculaire, le systéme nerveux et le systéme reproducteur (Manahan, 2003).
I1.1.Symptomes du tractus gastro-intestinal

Le tractus gastro-intestinal répond a un certain nombre de substances toxiques,
généralement par des douleurs, des vomissements. Ricin dérivé de l'huile de ricin Ricinus
communis (Euphorbiaceae), est 'une des substances les plus toxiques connues et figure en tres
bonne place dans la liste des substances susceptibles d’étre utilisées a des fins de bioterrorisme
(Farrell 1992). D'autres membres de la famille des Euphorbiaceae tels que Jatropha curcaset
Jatropha multifida contiennent également une toxalbumine,ce la conduit a un changement de

(température, pouls, fréquence respiratoire et tension artérielle.).

> Le systéme nerveux central: hallucinations, convulsions, coma, ataxie et, effets de
paralysie

> Le systéme immunitaire : Mutagenése, Tératogenése, Carcinogenése.
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» Effet biochimique : Inhibition de la respiration, Perturbation du métabolisme des lipides,
Malnutrition de la biosyntheése des protéines, Perturbation de la membrane cellulaire,

Inhibition des enzymes (Manahan , 2003).

Un arbre indigéne de la famille des Euphorbiacées, Spirostachys africana, par
fois utilisé a des fins médicinales, est néanmoins trés toxique, et I'utilisation du bois dans les feux
sur lesquels la viande est grillée a entrainé une diarrhée sévere apres avoir mangé la viande. Les
esters diterpéniques toxiques trouveés dans les especes d'Euphorbia provoquent une intoxication
avec gastro-entérite sévere, des vomissements et des diarrhées coliques lorsqu'ils sont pris en

interne (Frohne et Pfander, 1984).
I1.2.Symptomes hépatiques

Les expériences sur les animaux ont également montré que certaines des plantes
médicinales telles que Thymus (Lamiacée), Hollarrhena antidysenterica (Apocynaceae),
Aeglemarmelos (Rutaceae)sontutilisées en médecine traditionnelle et ont récemment ¢été
signalées pour produire des Iésions hépatiques (hépatotoxiques). La plante Asteraceae
(Callilepislaureola), largement utilisée phytothérapie, induit une hépatotoxicité sévere, une

néphrotoxicité et une hypoglycémie (Haq., 2004).

Les Iésions hépatiques associ€¢es a l'utilisation de la phytothérapie varient d'une
légere élévation des enzymes hépatiques a une insuffisance hépatique fulminante, nécessitant
souvent une nouvelle greffe (Maurer, 2013). L'exposition aux alcaloides pyrrolizidiniques par
l'utilisation de plantes médicinales, peut également €tre un facteur contribuant aux taux élevés de

cancer du foie et de cirrhose observés en Afrique (Kao et al., 1992).
I1.3.Symptémes cutanés et oculaires

Dans de nombreux cas, la peau et les yeux présentent des signes d'exposition a des
substances toxiques. En régle générale, les deux principales caractéristiques cutanées observées
comme signes d'empoisonnement sont (la couleur de la peau et le degré d'humidité de la peau).
Le sumac vénéneux africain ou pynboom, Smodingium argutum (Anacardiaceae) provoque une
dermatite allergique et un prurit chez les personnes sensibles. Cela se produit méme lorsque
l'individu passe juste prés de ’arbre (Vanet al ., 2002). Comme les animaux, les personnes qui
entrent en contact avec le latex laiteux treés irritant du candélabre ou du naboom, Euphorbi
aingens, et la haie de caoutchouc euphorbia, Euphorbia tirucalli (Euphorbiaceae), développent
une irritation et une inflammation séveres, en particulier lorsque les muqueuses humides sont

touchées (Dratwa et al ., 1993).
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I1.4.Systéme sanguin et cardiovasculaire

Aujourd'hui, plus de 200 plantes contiennent des glycosides cardiaques et peuvent
potentiellement altérer le systéme cardiovasculaire. Par exemple, la digitale Digitalispurpurea
(Plantaginaceae) contient un cardioide, la digoxine, qui est utilisée pour le traitement de

l'insuffisance cardiaque congestive (Kellerman et al., 1996).

Plusieurs plantes, comme Solanum nigrum (Solanaceae) et le Mercurialis Annua
(Euphorbiaceae),ont été signalé a détruire les globules rouges (GR) conduisant, ainsi, a une
anémie(Blood et Radostits,1989).Les effets de plusieurs doses de I’extrait éther de pétrole
d'Hygrophilie spinosa (Acanthaceae) sur les parametres hématologiques et biochimiques ainsi

que les fonctions hépatorénales des souris normales, ont été évalués(Mazumdar , 1996).
IL.5.Symptomes du systéme nerveux

Le systéme nerveux est toxicologiquement important en raison de dommages
potentiels des neurotoxines qui l'attaquent. Les toxines nerveuses des plantes provoquent une
variété d'effets du systeme nerveux central et périphérique. Le taxol est une molécule complexe

appartenant a la classe des alcaloides qui provoque des troubles sanguins(Manahan,2003).

Le mécanisme de la neurotoxicité du taxol implique la liaison a la tubuline. Cette
liaison  stabilise les microtubules et empéche leur dissociation, ce qui peut nuire au
fonctionnement normal des cellules nerveuses. La température corporelle peut diminuer et une
paralysie mortelle peut survenir (Steenkamp, 2005).Le systéme nerveux central répond
généralement a I'empoisonnement en présentant des symptomes tels que convulsions, paralysie,
hallucinations, coma et ataxie. Autres symptomes comportementaux des intoxications

comprennent l'agitation, I'hyperactivité, la désorientation et le délire (Haq, 2004).
I1.6.Symptomes rénaux et vésicaux

Les reins et la vessie sont la principale voie d'élimination des métabolites toxiques
hydrophiles. La consommation de colchicine a partir de sources végétales, telles que Colchicum
autumnale (Colchicaceae), produit un spectre de symptomes, notamment nausées,
vomissements, diarrhée aqueuse, hypotension, bradycardie, anomalies électro cardiographiques,
diaphorese, alopécie, dépression médullaire, insuffisance rénale, nécrose hépatique, hémorragie
aigué, lésions pulmonaires, convulsions et déces (Furet et al ., 1986). Au début des années
1990, les femmes qui avaient recu des traitements d'aristolochie dans une clinique de perte de

poids en Belgique, ont développé des problemes rénaux qui ont évolu¢ vers une insuffisance
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rénale et, dans les années ultéricures, vers des anomalies excroissances dans leurs voies urinaires

supérieures (Haq, 2004).
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Chapitre I'V: Méthodes d’évaluation des effets toxiques
Chapitre IV: Méthodes d’étude des effets toxiques

I. Evaluation de la toxicité
I.1. Différents types d’études de la toxicité

L’¢évaluation de la toxicité est basée sur des ¢tudes qualitatives (non mesurables)
ou quantitatives (mesurables) adéquates. Il existe plusieurs types d’études qui nous permettent

d’évaluer les effets des substances toxiques. Ils peuvent étre divisés en quatre catégories (Figure
6):

e les ¢tudes épidémiologiques, qui comparent les études de cas;
e les études expérimentales in vivo, qui utilisent des animaux (ex : lapin, rat et souris) ;
e les études in vitro, effectuées sur des cultures de tissus ou des cellules ;

e les ¢tudes théoriques par modélisation (ex. : structure-activité) (Gilles , 2004).
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Figure 6 : Différents types d’études de la toxicité (Gilles,2004).
I.2. Etudes expérimentales in vivo

1.2.1. Etude de toxicité aigué

La toxicité aigu€ systémique se définit par des effets secondaires qui apparaissent
a la suite d’une exposition unique, ou de plusieurs expositions, au cours de 24 heures apres
exposition par une voie spécifique (orale, cutanée, inhalation), a la suite d’une période

d’observation de 14 jours(Zuang et al.,2013).Le test de toxicité aigu€ par voie orale (ligne
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directrice OCDE 401), est réalisé le plus souvent chez les rats. Ce test permettait de définir la
dose létale qui tue 50% des animaux testés (DL50). D’autres tests permettant d’estimer le
potentiel 1étal d’une substance, ont été développés in vivo chez 1’animal (Zuang et al.,2013).

Parmi ces méthodes : Méthode de Karber, Méthode de Lorker, et Méthode proposée.
1.2.1.1. Méthode de Karber

Cette méthode implique l'injection de différentes doses de substance d'essai, a
divers groupes d'animaux de méme espece, qui comprennent chacun cinq animaux. Le premier
groupe d'animaux est traité avec la substance d'essai dissoute ou diluée (par exemple, de 1'eau ou
une solution saline normale).Cependant, a partir du deuxieme groupe recoit des doses différentes
de la substance d'essai. Les animaux de chaque groupe regoivent des doses spécifiques, tandis
que l'augmentation de dose progresse de groupe en groupe (a partir du groupe 2 qui recoit la dose
la plus faible). La moyenne d'intervalle d'un certain nombre de mortalité enregistrée dans chaque
groupe et la différence de dose entre les groupes sont des parametres clés de cette

méthode (Turner, 1965).

La DL 5 est calculée en utilisant la méthode arithmétique de Karber, qui est la suivante:

[axb)

R, T, = 3 1; .

n

Ou, DL 50 = Dose 1étale médiane

DL 00 = dose minimale requise pour tuer 100%
a = différence de dose

b = mortalit¢ moyenne

n = population du groupe (Turner, 1965).

1.2.1.2.Méthode de Lorker

Cette méthode comporte deux phases qui sont respectivement la phase 1 et 2.

+ Phase 1
Cette phase nécessite neuf animaux. Les neuf animaux sont divisés en trois
groupes de trois animaux chacun. Chaque groupe d'animaux recoit différentes doses (10, 100 et
1000 mg/ Kg) de substance d'essai. Les animaux sont placés en observation pendant 24 heures

pour surveiller leur comportement ainsi que si une mortalité survient.
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o,

+* Phase 2
Cette phase utilise trois animaux, qui sont répartis en trois groupes d'un animal
chacun. Les animaux regoivent des plus €levées (1 600, 2 900 et 5 000 mg/Kg) de substance

d'essai, puis observés pendant 24 heures pour le comportement et la mortalité¢ (Lorke,1983).

Ensuite, la DL s est calculée par la formule:
—___—
LD?,‘H = w,‘"{Dﬂ x Diﬂn }

D o = Dose la plus élevée sans mortalité,
D 100 = Dose la plus faible ayant produit la mortalité (Lorker,1983).
1.2.1.3. Méthode proposée

Cette méthode est divisée en étapes, le résultat de chaque étape détermine la

prochaine étape a franchir (c'est-a-dire s'il faut terminer ou passer a I'étape suivante).

o,

% Etape 1

C'est la premiere étape et cela nécessite quatre animaux. Ces animaux sont divisés
en quatre groupes d'un animal chacun. Ensuite, différentes doses de la substance d'essai sont
administrées aux différents animaux. Les animaux doivent étre observés pendant 1 heure apres
'administration, puis 10 minutes toutes les 2 heures d'intervalle pendant 24 heures. Les signes
comportementaux de toxicité¢ et de mortalit¢ doivent étre enregistrés. Lorsqu'aucune mortalité

n'est enregistrée a ce stade, les tests doivent passer a I'étape 2(Chinedu E et al.,2013).

o,

% Etape 2

Cette étape implique trois animaux, qui sont divisés en trois groupes d'un animal
chacun. Différentes doses de la substance d'essai (supérieures a celles utilisées au stade 1) sont
administrées aux différents animaux, puis observées pendant 1 heure aprés I’administration et
périodiquement pendant 24 heures. Les signes comportementaux de toxicité doivent €tre notés

ainsi que la mortalité. S'il n'y a pas de mortalité, les tests doivent passer a 1I'é¢tape 3(Chinedu E

et al.,2013).

o,

% Etape 3

Cette étape nécessite €galement trois animaux qui sont répartis en trois groupes
d'un animal chacun. Diverses doses ¢levées de substance d'essai (avec 5 000 mg/Kg comme la
plus élevée) sont administrées aux différents animaux. L'observation se fait pendant 1 heure

aprés l'administration puis 10 minutes toutes les 2 heures pendant 24 heures. Les signes de

2T=7<
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toxicité comportementale ainsi que la mortalité doivent étre enregistrés. Il s'agit de la derniere
¢tape de l'essai et lorsqu'aucune mortalité n'est enregistrée a ce stade, la DL 5o de la substance
d'essai est dite supérieure a 5000 mg/Kg et présente donc un degré élevé de sécurité (Chinedu E

et al.,2013).

+ Comparaison des différentes méthodes

Tableau 5: Comparaison des différentes méthodes ( Akhilaet al., 2007) .

Parameétre Méthode Lorker Méthode Procédé
dekarber (nouveau)
Précision des Incertain Incertain Exact
résultats
Nombre Peu Beaucoup Peu
d’animaux
Dépense Modérée Haute Modérée
Simplicité du Simple Semble Simple
processus compliquée
Durée Minimal Minimal Minimal

1.2.2.Etude de toxicité subaigué

La toxicité subaigué concerne les effets nocifs dus a la répétition de doses qui ne
produisent pas d'effets toxiques immédiats. 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).

Pour I'¢tude de la toxicité subaigué, quatre groupes expérimentaux ont été
constitués (6 animaux / groupe; 3 males et 3 femelles) comme suit: groupe témoin (traité par
voie orale avec de l'eau distillée pendant une période de 30 jours) et des groupes d'essai(traités
par gavage pendant 30 jours avec différentes doses d’extrait aqueux: 500, 1000 ou 2000 mg/Kg
de poids corporel).Les doses pour le test de toxicité subaigué ont été établies en tenant compte de
la DL50. Tout au long de traitement de 30 jours, les animaux ont été€ observés quotidiennement
pour santé et signes cliniques de toxicité, Avec des poids corporels changeants ont été enregistrés

les jours 0, 7, 14, 21 et 28 de I’expérience (OECD, 2008). A la fin de la période d'é¢tude, tous les
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animaux ont €été mis a jeun pendant la nuit avant le prélevement sanguin. Des échantillons de
sang ont été prélevés sur l'aorte abdominale, sous anesthésie avec de 1'éther, dans deux types de
tubes: 1'un avec EDTA et l'autre sans additifs. Le sang anti coagulé (tube avec EDTA) a été
analysé¢ immédiatement pour les parametres hématologiques. Le second tube a été centrifugé a
3000 tr/min a 4°C pendant 10 minutes, pour obtenir le sérum pour l'analyse biochimique. De
plus, le foie et les reins ont été disséqués et pesés, et des coupes humides de ces organes ont été
examinées histopathologiquement (Loubna et al .,2020).

1.2.3. Etude de toxicité subchronique

Le principe du test de toxicité subchronique est un dosage avec différents niveaux
de concentration de la dose administrée quotidiennement a plusieurs groupes d'animaux pendant
28 ou 90 jours, et si nécessaire, un groupe satellite est ajouté pour voir si l'effet est retardé ou
c’est un effet réversible. Pendant la période de traitement, les animaux sont observés tous les
jours pour déterminer la toxicité. A la fin du test, tous les animaux survivants ont été¢ autopsi€s
puis suivis dans chaque organe et tissu, ainsi que I'examen des parametres hématologiques, de la
biochimie clinique et de I'histopathologie. Le but de cette toxicité subchronique est d'obtenir des
informations sur la présence ou l'absence d'effets toxiques indétectables en cas de toxicité aigué.
Les données sont probables aprés une exposition répétée a la période d'essai prescrite dans un
temps spécifié, des informations qui ne provoquent pas d'effets toxiques (niveau d'effet
indésirable non observé / NOAEL et étudient les effets cumulatifs et les effets de réversibilité de

la préparation d’essai (OCDE, 2014).

1.2.4. Etude de toxicité chronique

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

La substance d'essai est administrée quotidiennement a plusieurs groupes
d'animaux d'expérience a des doses progressives, en général pendant une période de 12 mois.
Cette durée est assez longue pour permettre aux effets de toxicité cumulée de se manifester, tout
en évitant les effets perturbateurs des changements liés au vieillissement (OCDE, 2009).

1.3. Formes d’intoxication

Les formes d’intoxication sont présentées dans le Tableau ci-apres.
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Tableau 06 : Les formes d’intoxication (Gilles, 2004).

Fréquence d’administration ~ Durée de ’exposition

Forme d’intoxication
Aigue Unique < 24 heures
Subaigiie Répétee <1 mois
Subchronique Répétée De 1 a 3 mois
Chronique Répétee >3 mois
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Chapitre 1 : Matériels et méthodes
I. Objectif

La présente étude a ét¢ menée dans le but d’évaluer les effets toxiques de la
plante du genre Thymus chez les souris. Les effets toxiques étudi€és concernent la toxicité
intestinale induite chez les souris, traitées par 1’extrait méthanolique du thym, a la dose de 62,5

mg/Kg.
I1. Matériel biologique de I’étude

Pour évaluer la toxicité aigué de I’extrait méthanolique du thym, nous avons
utilisé¢ les organes de souris males de 1’espece (Mus musculus) conservés dans le formol et
déposés au niveau du laboratoire pédagogique de Biochimie, Univérsit¢ Larbi Tébessi de
Tébessa. Les souris sont fournies par I’institut Pasteur. Ce sont des mammiferes de 1’ordre des

rongeurs largement utilisés dans divers domaines de la recherche.
-Les organes d’étude sont les intestins de souris provenant de trois lots :

e Lot 1:4 souris recevant 1’eau physiologique ;
e Lot 2:4 souris recevant la solution de solubilisation de I’extrait méthanolique du thym ;
e Lot 3:4 souris traités par I’extrait méthanolique du thym a la dose de 62,5 mg/Kg.
I11. Matériels de laboratoire, produits et réactifs chimiques
» Grand matériel :
Distributeur de paraffine
Microtome
Etuve
Plaque chauffante
Plaque de coloration
Microscope optique
> Petit matériel :
Les flacons
Les pinces
Source de chaleur

Chronométre
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Les lames

Les lamelles

Les cassettes d’inclusion

Barres de Leukart

» Produits et réactifs chimiques :

Baume de Canada

Xylene

Alcool

Picrofushine

Hématoxyline

Paraffine

Eau distillé

L’eau gélatinée.

VI. Technique histologique

VI.1.Prélévement des organes

Chapitre 1 : Matériels et méthodes

Les organes d’é¢tude sont les intestins de souris males de I’espece (Mus

musculus), conservés dans le formol et déposés au niveau du laboratoire pédagogique de

Biochimie, Univérsité Larbi Tébessi de Tébessa.

V1.2.Fixation

La fixation a pour but la conservation des structures dans un €tat aussi proche que

possible de leur état vivant, avec arrét de toutes activités mitotique et enzymatique, ainsi que le

durcissement de la piece anatomique.

L’intestin est fixé dans un agent fixateur (le formol 10 %), pour I'utiliser coupé en

petit morceau (Photo 1).
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Photo 1 : Coupe d’intestin.

VI1.3.Déshydratation

Le but de cette étape est d’éliminer 1’eau intracellulaire, pour pouvoir réaliser une
coupe fine, par la suite, sans perdre la structure cellulaire initiale au moment de la rupture de la
membrane plasmique (sortie d’eau brutale). Ceci se fait par passage du prélévement dans des
bains d’alcool de concentrations croissantes (de 1’alcool dilué a 70%, 96% jusqu’a 100%,

alcoométrie croissante)(Tableau 8, Photo 2).

Tableau 7 : Pourcentage des bains d’alcool.

Bains d’alcool (%)
1 bain 2&éme bain | 3éme bain
Organe : L’intestin 70% 70% /
96% 70% /
100% 100% 100%

Photo 2 : Bains d’alcool avec pourcentage croissant.
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VI.4.Imprégnation

Cette étape se fait par le passage du prélévement dans un liquide intermédiaire
afin d’en éliminer les traces d’alcool absolu. On utilise dans cette étape d’imprégnation le

xyléne(Photo 3).

Photo 3 :Deux bains de xyléne.
VILS.Inclusion (passage de paraffine)

Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines (d’une épaisseur de 5
um) et réguliéres. Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine. Le prélévement baigne dans de
la paraffine fondue (chauffée a 60 °C pendant 2 h dans une étuve) et qui infiltre alors toutes les

cellules(Photo 4).

Photo4 : Etuve de laboratoire.
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V1.6.Mise en bloc

Apres 2 heures d’inclusion, la paraffine liquide est coulée dans un petit moule en
métal « Barres de Leuckart ». Apres refroidissement, on se trouve alors en présence d’un bloc de
paraffine dur, a I'intérieur duquel la piece prélevée est rigide en présence de paraffine solide

dans I’espace intracellulaire de chaque cellule composant le tissu(Photo 5).

Photos 5 : Préparation des blocs.

VI1.7.Confection des coupes histologiques

Le passage du bloc de paraffine dans un microtome permet de réaliser des
sections de 5 um disposées en séries régulieres sous forme d’un ruban. La confection des coupes

histologiques comporte alors 3 étapes (Photo 6):

- L’étalement : de segments de ruban de paraffine sur une lame de verre contenant un

liquide d’étalement tel que 1’eau albumineuse.

- Le collage : les lames de verre sont placées sur une plaque chauffante, réglée a une

température de 40°C.

- Le séchage : nous éliminons I’exces d’eau gélatinée.
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Photo6 : Confection des coupes histologiques.

VI.8.Réhydratation

La réhydratation permet 1’¢limination de la paraffine intracellulaire, en
immergeant les lames dans des bains d’alcool de degrés décroissant (de I’alcool 2 100% , 95 %

jusqu’a I’alcool a 70 %), puis dans de I’eau distillée.

V1.9.Coloration

Le but de la coloration est d’accentuer les contrastes afin de différencier les

différents constituants tissulaires (noyau, membrane plasmique et cytoplasme).

Les étapes de coloration :
On met la lame dans I’hématoxyline ;
Apres nous mettons la lame dans 1’eau pour faire le ringage ;

Puis nous passons au 2éme colorant le picrofushine ;

< N X X Vv

On met la lame dans 2 bains d’alcool 100% puis dans un bain de xylene ;
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VI.10.Montage et observation microscopique

Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine
synthétique ‘Baume de Canada’. On obtient, ainsi, une préparation histologique (une lame

histologique) préte a €tre observée au microscope optique.
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Chapitre II: Résultats et discussion
I. Résultats
I.1. Etude macroscopique

L’examen macroscopique détaillé est une partie essentielle de 1’étude d’une piece

opératoire : la piece est examinée, mesurée, pesée, palpée puis disséquée (Figure 9).

Photo 7: Aspect macroscopique des organes de la souris.
I.2. Etude microscopique

L’étude microscopique permet d’évaluer la toxicité aigué de I’extrait méthanolique de
thym.

o,

«» Résultat de ’essai limite a 62,5 mg/Kg
Les essais de la toxicité aigué permettent d’évaluer les effets toxiques qui
apparaissent dans un temps court. Le traitement de la souris avec une dose de 62,5 mg/Kg n’a
entrainéaucun signe d’unetoxicité.
+* Résultats de I’étude histologique

Les Photos ci-apres présentent les résultats de 1’étude microscopique concernant
la toxicité intestinale chez les souris.
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Témoin négatif intestin x 10 Témoin négatif intestin x 40

Photo 8: Coupe histologique du tissu intestinal de souris témoin négatif.

Témoin positif intestin x 20 Témoin positif intestin x 40

Photo 9 : Coupe histologique du tissu intestinal de souris témoin positif.

La dose 26,5mg /kg x 20 La dose 62,5 mg/kg x 40

Photo 10 : Coupe histologique du tissu intestinal de souri traité avec I’extrait méthanolique du
thym a la dose de 62.5mg/Kg.
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Le Tableau ci-apres présente les résultats des signes de la toxicité intestinale chez les
souris.

Tableau 8 : Signes de la toxicité intestinale chez les souris.

Les signes de toxicité intestinale
Inflammation Apoptose Nécrose Fibrose
Témoins négatifs Aucun - - -
Témoins positifs Aucun - - -
Souris traitées Aucun - - -

Les résultats de 1'examen histologique sont indiqués dans le Tableau 8. D’apres
ces résultats, on a remarqué que les intestins des souris males témoins sont normaux. Méme
aspect a été obtenu chez les souris traitées par I’eau physiologique et les souris traitées par

I’extrait méthanolique de thym.

I1. Discussion

Notre plante d'¢tude Thymus est une plante appartenant a la famille des
Lamiacées, d'une large adaptation dans tout type de milieu et abondement utilisée dans la
médecine traditionnelle. Elle a de multiples propri€tés antiseptiques, anti inflammatoires et
vermifuges (Hazzit et al., 2007). Les huiles essentielles de cette plante présentent une
composition chimique riche et variée, €lucidée dans plusieurs études (Amrati et al., 2010).
L’extrait de Thymus est un mélange complexe dont le principe actif responsable de I’activité
antioxydante peut étre soit une molécule, soit une combinaison de substances et les études de
littératures sur Thymus révelent la présence de plusieurs molécules connues par leurs capacités

antioxydantes (Djeddi et al., 2015; Zeghib et al., 2013).

Les plantes médicinales généralement possedent des effets bénéfiques, mais aussi
il y a certaines plantes qui possédent des effets toxiques a certaines doses. Nous constatons,
d’apres les résultats obtenus, que le témoin positif (contenant les souris gavées par la solution de
solubilisation de I’extrait méthanolique) et le témoin négatif (contenant les souris gavées par
I’eau physiologique), n’ont montré aucun signe de toxicité. Méme résultat a été obtenu avec les
souris traitées par I’extrait méthanolique de Thym a la dose de 62,5mg/kg, ce qui indique qu’il
ne possede aucun effet toxique sur les souris. Aucun signe de toxicit¢é n’a été noté:
inflammation, apoptose, nécrose, fibrose. A la dose de 62,5 mg/Kg aucun changement visible
n’a €té constaté, ce qui confirme qu’a cette dose I’extrait méthanolique de Thym n’est pas

toxique.
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Des études menées en 2020 par (Oubihi et al), sur la toxicité aigu€ des extraits
au méthanol et a 1'éthanol de Thymus leptobotrys, n'ont montré aucune mortalité ou des signes
cliniques de toxicité dans chaque groupe d'animaux, tout au long des quatorze jours d'étude. A
2000 mg/Kg, les souris n'ont montré aucun signe de changement dans les modéles de
comportement ou pathologie indésirable ou perte de poids. Ce qui confirme parfaitement nos
résultats obtenus avec I’extrai tméthanolique du Thym. Les extraits au méthanol et éthanol de 7.
leptobotrys peuvent étre classés comme catégorie 5 et sont considérés comme non toxiques par
voie orale ( Oubihi et al, 2020). Nos résultats démontrent le role bénéfique du Thym sur la

fonction intestinale.

Abderahim (2021) a ¢étudi¢ la toxicité subaigué€ via ’administration de I’E.Br
(Pextrait brut) et I'E. ETA( I’extrait aqueux)a des souris Swiss albinos par gavage a des doses de
50, 200, 500, 1000 et 2000 mg/Kg/jour, pendant 21 jours. Aucun signe visible de toxicité n’a été
induit chez les souris testées dont la DL50 est déterminée supérieure a 2000 mg/Kg. D’autre part,
I’évaluation de I’activité antioxydante in vivo a montré que ’administration de I’E. Bret I’E.
EtAa des doses de 500 mg/Kg/jour pendant 21 jours, a augmenté¢ le niveau du GSH et a diminué
le taux de MDA dans le foie et le cerveau. De plus cette administration a augmenté
significativement l'activit¢ de CAT dans les reins. Par ailleurs, 1’é¢tude de I’effet hépato
protecteur d’une supplémentation quotidienne d’E.Bra des doses de 100, 250 et 500 mg/Kg/jour,
pendant six jours chez les souris contre CCl4, a montré que la dose 500 mg/Kg a diminué
significativement I'ALT, AST, ALP et MDA et a augmenté¢ le CAT et le taux de GSH. Les
résultats obtenus de cette ¢tude ont révélé que I’E.Bret I'E.EtA de Thymus pallidus, possédent
une activité¢ antioxydante puissante a la fois in vitro et in vivo et que I’effet hépato protecteur
s’est amélioré par suite a une supplémentation de E. Br. De plus,Thymus pallidus était non
toxique en administration aigu€ de ses extraits E.BretE. ETAa des doses <2000 mg/Kg, ce qui
indique clairement les bénéfices potentiels de la plante pour la santé dans les préparations

alimentaires et pharmaceutiques (Abderrahim, 2021).

Tous ces résultats sont donc conformes aux ndtres obtenus avec [’extrait

méthanolique de Thym.
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Conclusion

Le role des plantes dans la médecine traditionnelle est connu depuis fort
longtemps, or, la recherche apporte les preuves scientifiques de leur efficacité, mais aussi de leur
toxicité, reposant sur des données résultants de 1’expérimentation in vivo. Parmi les plantes
médicinales traditionnelles, il y en a celles qui peuvent étre toxiques a de fortes doses ou apres

administration prolongée.

Notre étude s’est portée sur une espece de Thymus qui appartient a la famille des
Lamiacées, une des familles les plus importantes dans la flore Algérienne et les plus utilisées par

les thérapeutes traditionnels.

Ce travail nous a permis de mettre en ¢vidence I’effet de I’extrait méthanolique de
Thym sur les souris. Les résultats obtenus ont montré 1’effet bénéfique de cette plante. A la
lumiere des résultats obtenus, nous pouvons conclure que le gavage de l'extrait brut du Thym a la

dose de 62,5 mg/Kg chez les souris males, n’a montré aucun signe de toxicité intestinale car :
- les cellules sont restées intactes, sans éclatement dans leur structure ;

- I’absence des points noirs (lymphocytes) sur la paroi d’intestin, ce qui préservée

dernier d’une inflammation.

En somme, plusieurs interrogations se posent, notamment, sur I’effet toxique
du Thym. Malgré son efficacité et sa bénédicité chez les souris, il pourrait entrainer des

risques ou des perturbations a fortes doses. Nous proposons donc :

> ¢tendre les essais d’innocuité a la mesure de la toxicité (aigué,
subaigué et chronique), la tératogenese, la mutagenese et la carcinogenese ;

> augmenter l'effectif des souris pour une meilleure étude statistique.

Ces données d'efficacité et d'innocuité permettront de mieux juger le rapport

bénéfice/risque de ce produit.
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