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Résumé

Teucrium polium L. appartenant a la famille des Lamiaceae est largement utilisé dans
la médecine traditionnelle algérienne comme antidiabétique, antihypertenseur et cicatrisante.
Le but de cette étude est d'évaluer la composition chimique, la toxicité orale aigué, les
propriétés antioxydantes et cicatrisantes des extraits de Teucrium polium L. La composition
de I'extrait méthanolique a été étudiée par analyse HPLC-UV-MS-ELSD, et un profil complet
des composés phénoliques a été établi, avec 14 flavonoides identifiés comme les principaux
constituants polyphénoliques. La composition de I'huile essentielle a été obtenue par une
combinaison d'analyses GC-FID et GC-MS et les principaux composants identifiés sont : le
o,B-pinene, le germacréne, le myrcene, le limonene, le bicyclogermacréne, le trans-p-guaiéne,
le spathunelol et le B-bourbonéne. La toxicité cutanée et orale aigué a été évaluée sur des
modeles animaux et aucun signe de toxicité n'a été détecté (observations, parametres
biochimiques et examens histologiques), ces résultats indiquant I’innocuité de la plante.
L'extrait méthanolique de Teucrium polium L. a montré une bonne activité antioxydante
(TAC> DPPH> B-carotéene> FRAP) que I'huile essentielle. Toutes les onguents (OEM, OHE,
OPP) ont montré un effet significatif sur la contraction de la plaie par rapport au groupe non
traité et au groupe traité avec de la vaseline. La présente étude fournit une justification

scientifique de l'utilisation traditionnelle de Teucrium polium L. dans le traitement des plaies.

Mots clés : Teucrium polium L., Extrait méthanolique, Huile essentielle, Composition

chimique, Toxicité, Activité antioxydante, Activité cicatrisante



Abstract

Teucrium polium L. belonging to the Lamiaceae family is widely used in Algerian
folk medicine as antidiabetic, antihypertensive, and to treat wounds. The aim of this study was
to evaluate chemical composition, acute oral toxicity, antioxidant and wound healing
properties of Teucrium polium extracts. The composition of the methanolic extract was
investigated by HPLC-PDA-MS analysis, and a comprehensive profile of phenolic
compounds was established, with 14 flavonoids and phenylethanoid glycosides identified as
the main polyphenolic constituents. The composition of the essential oil was obtained by a
combination of GC-FID and GC-MS analyses and the main components were a,[3-pinene,
germacrene, myrcene, limonene, bicyclogermacrene, trans-f-guaiene, spathunelol and -
bourbonene. Acute dermal and oral toxicity was assessed in animal models and no signs
toxicity were detected (observations, biochemical parameters and histological examinations)
wich indicate the safety of the plant. Teucrium polium methanolic extract displayed a good
antioxidant activity (TAC > DPPH > B-caroténe > FRAP) better than the essential oil. All
ointments (OME, OEO, OPP) showed significant effect on the wound contraction when
compared to the control and the group treated with petroleum jelly. The present study
provides a scientific rationale for the traditional use of Teucrium polium L. in the treatment of

wounds.

Key words: Teucrium polium L., Methanolic extract, Essential oil, Chemical composition

Toxicity, Antioxidant activity, Wound healing potential.
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Introduction

INTRODUCTION

L’Algerie est I’un des pays méditerranéens ayant une remarquable richesse floristique

lice a la diversité de ses écosystémes. L’usage des remedes a base de plantes fait partie
intégrante de la culture d’une population (Sassoui et al., 2020).
La région du Hodna est particuliérement connue par 1’utilisation des plantes médicinales, et
plusieurs études antérieures ont fourni d’importantes informations quant a la place de la
phytothérapie dans la médecine traditionnelle de la région, en particulier la Wilaya de M’Sila
(Boudjelal et al., 2013 ; Rebbas et Bounar, 2014 ; Bounar et al., 2017 ; Miara et al., 2019).

Ces plantes médicinales soignent, parfois tres rapidement, non seulement la fatigue,
I’insomnie, les maux de téte, la grippe, la toux et les rhumatismes, mais aussi de trés
nombreuses maladies chroniques parmi lesquelles on cite le cancer, le diabéte, la maladie
d'Alzheimer et les troubles cardiovasculaires (Baali et al., 2019). Ces pathologies incluent un
stress oxydant, local ou général, dans leur pathogenése. La protection du stress oxydant par les
antioxydants, surtout d’origine naturelle, peut limiter ’endommagement des biomolécules

(ADN, protéines, lipides et sucres) (Binti Jusril et al., 2016).

La valorisation du pouvoir des plantes dans la meédecine représente une véritable
passerelle du savoir empirique aux médicaments du futur, et dans le but de vérifier la véracité
de T’utilisation des plantes par la population locale, plusieurs activités biologiques et
pharmacologiques ont été étudiées aussi bien in vitro qu’in vivo. Ces activités ont été
structuralement corrélées a la présence de molécules bioactives dans les extraits testés
(Boudjelal et al., 2012 ; 2015 ; Cheriet et al., 2016 ; Réggami et al., 2019 ; Benkhaled et
al.,2020).

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles, la validation scientifique des
utilisations des plantes par la population locale et la contribution a la normalisation des
remédes traditionnels, on s’est orienté vers la valorisation de Teucrium polium L. Cette plante
largement utilisée en médecine traditionnelle, peut étre une nouvelle source de métabolites
secondaires bioactifs, et permettra de répondre aux demandes en matiére d’alternatives
thérapeutiques. Rappelons qu’en Algérie cette plante n’a pas fait ’objet d’une étude
phytochimique détaillée ou pharmacologique surtout I’évaluation de son potentiel cicatrisant.
Dans ce contexte, on s’est fixé 1’objectif principale de valider scientifiquement 1’usage

traditionnel de Teucrium polium L.



Introduction

Cette theése est structurée en 4 parties :
La 1% est consacrée a une revue bibliographique nécessaire pour comprendre, discuter et
interpréter les résultats obtenus.
La 2°™ partie englobe les travaux personnels avec les méthodes appliquées, leurs principes,
matériels, produits chimiques et réactifs utilisés. Notre travail expérimental s’articule autour

de 4 volets principaux :

v Une extraction qui permet 1’obtention de deux extraits (extrait méthanolique et huile
essentielle).

v' Une analyse phytochimique des extraits afin de permettre une identification
quantitative et qualitative des molécules bioactifs présents et ayant un intérét
pharmacologique. Ces derniers ont été identifiés, caractérisés par HPLC/MS et
GC/MS.

v' Une étude de la toxicité aigué par voie orale ainsi que la toxicité cutanée ont été
réalisées afin de garantir I’innocuité des extraits.

v Enfin, une évaluation de 1’activité antioxydante des extraits et du potentiel cicatrisant

des onguents a base d’extraits.

La derniére partic présente 1’ensemble des résultats obtenus avec les interprétations
nécessaires.
Ce travail de thése est achevé par une conclusion générale qui récapitule les principaux

résultats obtenus ainsi que les perspectives de sa continuite.
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. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Généralités sur I’espéce d’étude

1.1.1. Famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae, Labiaceae ou Labiées, est composée de plantes odorantes et
herbacées a tige quadrangulaire pouvant devenir des arbrisseaux ; leurs feuilles sont opposées
par 2, leurs fleurs bisexuées, irrégulieres, a calice tubuleux ou en cloche persistant, a corolle a
tube trés développé et leur fruit sec se séparant en 4 articles contenant chacun 1 graine (Hilan
et al., 2006). C’est I’'une des familles les plus utilisées en tant que plantes aromatiques et
médicinales (Naghibi et al., 2005) et comportant de nombreuses plantes exploitées en

parfumerie, aromathérapie et industrie pharmaceutique (Akin et al., 2010).

La famille des Lamiaceae, comprend environ 7000 especes, réparties dans plus de 250 genres
dans le monde (Napoli et al., 2020) dont 28 genres et 146 especes en Algérie (Quezel et
Santa, 1962). La plus grande diversité est rencontrée dans le bassin méditerranéen, I’Asie
centrale suivi le continent Américain, les lles du pacifique, I’Afrique équatoriale et la Chine
(Babar et al., 2015).

Du point de vue chimique, cette famille a fait I’objet d’intenses investigations dans le
but d’isoler différents types de composés. Parmi les genres qui sont en cause, on cite :
Ajuga, Rhabdosia, Teucrium, Salvia, Scutellaria, Stachys, Leonurus, Ballota, Coleus, Thymus
et Phlomis. Ces études ont permis d’isoler un grand nombre de métabolites secondaires tels
que les stérols, flavonoides, iridoides, sesquiterpénes, diterpenes et triterpénes, largement

utilisés pour leurs vertus thérapeutiques (Kabouche et al., 2005).

L’espéce Teucrium polium L. a été choisie en se basant sur ses propriétés remarquables
en phytothérapie traditionnelle et selon sa richesse en métabolites secondaires,

particulierement en huiles essentielles et polyphénols.
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1.1.2. Le genre Teucrium

Teucrium est le genre majeur des lamiaceae ; dénommé génériqguement germandreées.
Il est largement utilisé en médecine traditionnelle depuis plus de 2000 ans (Darapbour, 2010).
Il réparti en 340 especes dont 20 représentées en Algérie (Kabouche et al., 2007). Sur le plan
taxonomique, les espéces du genre Teucrium sont identifiables grace a la forme du calice et
inflorescence (Grubesic et al., 2007). En Algérie, plusieurs sous espéces de Teucrium polium
L. ont été identifiées parmi lesquelles on cite : Aureiforme, luteum, flavovirens,
helichrysoides, thymoides, aurasianum, cylindricum, capitatum, polium, chevalieri, gyreii
(Ozenda, 1983).

1.1.3. Distribution géographique de la plante

Teucrium polium L. est une espéce euro-méditerranéenne. Rencontrée dans les foréts,
broussailles et des plaines des montagnes sur substrats calcaires et siliceux. (Quezel et Santa,
1963). La germandrée est trées commune en Algérie et vu son polymorphisme elle occupe
différents subdivisions biogéographiques a savoir : le sous-secteur de 1’Atlas saharien oranais
et algérois, des hauts-plateaux constantinois, algérois et oranais (Quezel et Santa, 1963).

1.1.4. Description botanique de Teucrium polium L.

L’aspect de la plante est tres variable, généralement sous forme de touffe dense. C’est un
arbrisseau vivace plus ou moins feutré a poils blancs, ligneux avec une odeur poivrée au
frottement, et ayant comme caractéristiques morphologiques (Quezel et Santa, 1962, Ozenda
1983, Thoppil et al.,2001) :

v" De nombreuses tiges de 10 a 30 cm portant des petites feuilles opposées sessiles,
lineaires, cunéiformes, entieres a la base et avec des dents arrondies, vertes au-dessus
et blanchatres au-dessous, tournant fortement sur les marges

v Des fleurs formant des inflorescences compactes globuleuses ou ovoides serrées. Le
calice brievement tomenteux, vert grisatre a des dents courtes triangulaires, la partie
supérieure obtuse

v Une corolle blanche a levre supérieure tronquée et a lobes supérieurs pubescents

<

des étamines tordues en spirale apres I'anthére, insérées sur le tube de la corolle
v Inflorescences en capituliformes jusqu'a 1 cm, denses au sommet des tiges, avec de
petites bractées florales mais ressemblant a des feuilles

v' Le fruit est constitué de 4 parties brunes et orné en réseau a sa surface
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Figure 01 : Aspect morphologique de Teucrium polium L.

1.1.5. Systématique de la plante

Teucrium polium L. est classé comme suit (Quezel et Santa,1963) :

Regne

Sous-regne

Division
Embranchement
Sous-embranchement
Classe

Sous-classe

Ordre

Famille

Genre

Espece

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Phanérogames
Angiospermes
Dicotylédones
Gamopétales
Lamiales
Lamiaceae
Teucrium

Teucrium polium L.
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1.1.6. Noms vernaculaires de la plante

La synonymie de I’espéce différe en fonction de deux critéres : la population et la
localisation de la plante. Plusieurs noms sont donnés a Teucrium polium L.: (Quezel et
Santa,1963 ; Bahramikia et Yazdanparast 2012)

v" Nom arabe : khayata, hamzoucha, hamria, djertil, jaada, Jeada
v" Nom francais : Germandrée tomenteuse, Pouliot des montagnes

v Nom Anglais : Felty germander

1.1.7. Composition chimique de la plante

Les extraits de la partie aérienne de Teucrium polium L. sont riche en polyphénols,
flavonoides, iridoides et stéroles (Djabou et al., 2012, Movahedi et al., 2014). Les huiles
essentielles contiennent principalement des monoterpénes, des diterpenes, des sesquiterpenes
hydrocarbures et sesquiterpénes oxygéneés (Kabouche et al., 2007, Krache et al., 2017).

Des études préliminaires réalisées sur les feuilles et les fleurs de Teucrium polium L. ont
révelé la présence de composés polyphénoliques tels que les flavonoides et les tanins, ainsi
que d’autres composes, des saponines, des steroides. Le carvacrol et le caryophyllene sont les
éléments les plus abondants des huiles essentielles dans Teucrium polium L. (Malki et Yahia
2014).

1.1.8. Utilisations traditionnelles et scientifiques de la plante

En médecine traditionnelle algérienne, les parties aériennes de T. polium L. sont
utilisées en décoction pour le traitement du diabéte, de I’hypertension et sous forme de poudre
mélangee de la vaseline ou de la cire d'abeille, comme agent cicatrisant (Boudjelal et al.,
2013). De plus, de nombreuses activités biologiques ont été étudiées in vitro et in vivo, pour
différents extraits de cette plante, telles que les activités : antioxydante, anticancéreuse,
analgésique, diurétique, antipyrétique, anti-inflammatoire et antispasmodique (Kabouche,
2007, Sharififar et al., 2009, Akin et al., 2010, Saleh et al., 2020).

1.1.9. Toxicité de la plante

Les effets toxiques causés par la Germandrée varient selon la dose et la durée d’utilisation
(Bachtarzi et al., 2016; Dag et al., 2014). Une utilisation prolongée (qui dépasse les 90 jours)

engendre des effets hépatotoxiques et néphrotoxiques (Aktiirk Esen et al., 2019; Rafieian-
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Kopaei et Baradaran, 2013). L’étude de toxicité aigiie (16 g/Kg de plante pendant 14 jours) et
subaigue (500 et 1000 g/Kg pendant 28 jours) sur des souris et des rats a révélé que la plante

était non toxique (Meguellati et al., 2019).

1.2. Métabolites secondaires

Les plantes medicinales renferment des composes qui interviennent dans 1’ensemble
des réactions biochimiques ayant lieu dans I’organisme. On distingue ainsi deux groupes de
métabolites (Hopkings, 2003) :

> Les métabolites primaires : ce sont des molécules organiques qui se trouvent dans
toutes les cellules d’une plante pour y assurer sa survie et jouent un réle central dans le
métabolisme et la reproduction des cellules (glucides, protéines, lipides et acides
nucléigues).

> Les métabolites secondaires : ce sont des molécules ayant une répartition limitee dans
la plante. lls sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures. Ces
composés ne sont pas produits directement lors de la photosynthese mais résultent de
réactions chimiques ultérieures, d’ou le nom de métabolites secondaires. ils sont

divisés principalement en polyphénols, terpénes et alcaloides.

Les métabolites secondaires jouent plusieurs roles sur les plans physiologiques,
technologiques et nutritionnels. Ces multiples roles sont en relation avec leurs structures
chimiques d’ou I’intérét particulier accordé aux recherches sur ces métabolites (Martin et

Andriantsitohaina, 2002).

1.2.1. Grands groupes de métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs grands groupes, parmi lesquels,
les composés phénoliques, les terpénes, stéroides et les alcaloides. Chacune de ces classes
renferme une trés grande diversité de composés qui posséde une treés large gamme d’activités

biologiques (Li et al., 2007).
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1.2.1.1. Composés phénoliques

Les polyphénols constituent un groupe de métabolites le plus répandu du régne
végetale avec plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues (Marin et
Andriantsitohaina, 2002). Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits) (Boizot et Charpentier, 2006). L’élément de base qui

caractérise les structures des composés phénoliques est le noyau benzénique.

Les principales classes des composés phénoliques sont : les acides phénoliques, les
flavonoides, les tanins, et les coumarines (Boizot et Charpentier 2006).

e Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les végétaux et divisés en
deux classes : les dérivés de I’acide benzoique et les dérivés de I’acide cinnamique.

Les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques
et comprennent essenticllement 1’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique
(Pandey et Rizvi, 2009).

HO

HO

Figure 02 : Structure chimique de ’acide caféique (Boizot et Charpentier, 2006).
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e Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires (Erlund, 2004). lls constituent les pigments
responsables des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux. Ils sont
rencontres dans les fruits et les légumes, le thé, le café et dans plusieurs plantes médicinales
utilisees comme remeédes en médecine traditionnelle dans le monde (Di Carlo et al., 1999).

Ces composés dérivent de I’enchainement benzo-y-pyrone (Figure 03).

Figure 03 : Structure de base d’un flavonoide (Di Carlo et al., 1999).

e Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau. Cette aptitude est liee a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Dalton. On distingue deux grands groupes de tanins différents, a la fois par leur réactivité
chimique et par leur composition : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Macheix
et al., 2005).

1.2.1.2. Alcaloides

En genéral, ces composés possedent au moins un atome d’azote hétérocylique.
Actuellement, la structure chimique d’environ 16 000 alcaloides est connue. Environ 20 %
des especes de plantes produisent des alcaloides. Ils ont une nature basique, présentant
géneralement de puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux
tres actifs (Bouclé, 2010).
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1.2.1.3.Terpénes

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représenté et d’un
intérét chimique considérable. lls constituent le principe odoriférant des végétaux. Cette odeur
est due a la libération de molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbones
dont I’'unité de base est I’isopréne (Figure 04) (Lhuillier, 2007).

\ (1) Isoprene

Figure 04 : Unité de base du terpene (Lhuillier, 2007).

Les extraits de ces molécules sont employés comme condiment ou comme parfum. Ils sont
formés de I'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifiées dérivées du 2-
méthyl butadiene, appelées unités isopréniques (CsHs)n. Ces squelettes peuvent étre arrangés

de fagon linéaire ou bien disposés en anneaux (Kabouche, 2005).

1.3. Stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre la formation
des radicaux libres ou especes oxygénées réactives (caractére pro-oxydant) et la capacité du
corps a les neutraliser, a réparer les dommages oxydatifs et a réguler leur production. Ceci
conduit a des endommagements cellulaires et tissulaires souvent irréversibles conduisant a de
nombreuses pathologies (Rios-Arrabal et al., 2013).

Cette perturbation peut avoir diverses origines, telle que : agressions physiques (traumatisme,
irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et métaboliques
(exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de croissance)

(Rios-Arrabal et al., 2013).

1.3.1. Radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule ou atome possédant, sur ses orbitales
atomiques externes, un ou plusieurs électrons célibataires (Rios-Arrabal et al., 2013). Cet
électron lui confére une certaine instabilité et une haute réactivité (demi-vie courte) (Dian et

10
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al., 2017). Une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la
plus proche en lui arrachant son électron. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur
tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine (Dacosta, 2003) (Figure
05).

Formation des radicaux libres

Electrons appariés / Electron célibataire

. = stabilité ¢ = instabilité

0 — 0 —

~/ '~/

Atome stable Perte d'un électron

Figure 05 : Formation des radicaux libres (Dacosta, 2003).

Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses
fonctions physiologiques lors de la croissance ou de la défense de I’organisme. A des
concentrations physiologiques, les radicaux libres jouent des roles dans la signalisation, la
migration et la différentiation cellulaire (Ziech et al., 2010), mais a des concentrations plus
élevées, ils induisent la mort cellulaire et I’apoptose (Salido et Rosado, 2009). La production
excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules biologiques :
oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais aussi des lésions
secondaires. Le meilleur agent pour lutter contre les radicaux libres est la présence

d’antioxydant (Hasanuzzaman et al., 2018).

1.3.1.1. Les espéces réactives de I’oxygéne

Du point de vue de la terminologie, il est souvent fait mention d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO) qui sont des radicaux libres dérivent de la molécule d’oxygene, par addition
d’un électron (Figure 06). Dans les systémes biologiques, les principales espéces réactives de
I’0xygeéne a un, deux et trois électrons sont respectivement : Le radical superoxyde (02*-), le

monoxyde d’azote (NO*), et le radical hydroxyle (*OH), et aussi certains dérivés oxygénés

11
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réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogéne
(H202) et le peroxynitrite (ONOO-) (Rios-Arrabal et al., 2013).

s (oxygene fondamental)
€ W\ O 2

le- : CI',MPO
‘)k SOD, Vit C

peroxyde d' hydr(wéne

anion superoxyde acide hypochloreux

Fe.Cu (eau de javel)
(atalase VII C, flavonoides,
%' GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
radual hydroxyle

\ i hpoperoxydes
oxygene singulet acide urique Vit C, GSH

B-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubzqumone

Figure 06 : Espeéces réactives de I’oxygene (Pincemail et al., 2002).

1.3.1.2. Origine des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogenes
qu’exogeénes, certaines de ces productions sont volontairement programmées par 1’organisme
a la fin de défense (Halliwell, 1999). Les sources endogenes de ROS comprennent différents
organes cellulaires tels que les mitochondries, les peroxisomes et le réticulum endoplasmique,
ou la consommation d'oxygeéne est élevee. Les sources exogenes représentées par des facteurs
environnementaux dont : pollutions diverses, produits chimiques (alcools), tabagisme ainsi
que des contaminations par des métaux lourds ou certaines carences nutritionnelles
(Phaniendra et al., 2015).

1.3.2. Les Antioxydants

L’organisme a développé des systemes de défense trés efficaces contre la production
des radicaux libres. Ces molécules sont désignées par le terme antioxydant (Kivrak et al.,
2019). Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1’oxydation d’autres

substances chimiques. Il est défini par Halliwell comme « toute substance qui, en faible

12
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concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxyd¢, prévient ou ralentit I’oxydation
de ce substrat » (Halliwell, 1999).

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’espéces réactives de 1’oxygene. La nature des
systémes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve

dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (Rolland, 2004).

1.3.2.1. Les Antioxydants endogénes

La production physiologique d’ROS, est régulée par des systéemes de défenses
endogenes effectuées par plusieurs molécules synthétisés dans notre organisme, ces systéemes
sont composés d’enzymes (SOD, CAT, héme oxygenase, peroxyrédoxine...), de molécules
antioxydantes de petite taille (le glutathion, la bilirubine, 1’acide urique, mélanine et

mélatonine) et de protéines (transferrine, ferritine, ...) (Aguilar et al., 2016).

1.3.2.2. Les Antioxydants exogenes

En plus des substances propres a 1’organisme, la défense endogene est renforcé par des

apports exogenes dont : les médicaments, 1’alimentation et les plantes (Rolland 2004).
e Médicaments

Les classes thérapeutiques d’origine médicamenteux comme les anti-inflammatoires
non stéroidiens, les antihypertenseurs et d’autres constituent une source importante

d’antioxydants.

e Vitamine C ou acide ascorbique

Est une vitamine hydrosoluble largement répondue dans les fruits. L’ascorbate est un
capteur de radicaux libres oxygénés. Elle capte les radicaux peroxyles ROz En réagissant avec

ces divers oxyradicaux (Chauhan et al., 2013).

13
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Figure 07 : Structure chimique de la vitamine C (Chauhan et al., 2013).

e Vitamine E ou tocophérol

Est un antioxydant liposoluble protége les cellules contre les dommages associés aux
radicaux libres. Elle prévient la peroxydation des lipides membranaires en capturant les
radicaux peroxyles lipidiques RO-qui propagent les chaines de peroxydation (Chauhan et al.,
2013).

Figure 08 : Structure chimique de la vitamine E (Chauhan et al., 2013).
e Sélénium

C’est un oligo-élément connu récemment pour ses effets bénefiques antioxydants. Il
neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure) et donne un signal préventif sur certains

cancers (Hasanuzzaman et al., 2012).

14
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e Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols sont des antioxydants naturels, ils constituent de
vastes familles de composés comme : le B-carotene, I’acide caféique et la quercétine (Gardes-
Albert et al., 2003).

Les caroténoides sont trouvées dans les légumes et fruits. Ils empéchent les
dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiére solaire, elle posséde la capacité de

capter I’oxygene singulet1Oo.

Figure 09 : Structure chimique du p-caroténe (Gardes-Albert et al., 2003).
Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (Boizot

et Charpentier, 2006). Les composés phénoliques sont fortement des antioxydants et anti-

inflammatoires peuvent aussi avoir des propriétés antivirales.
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1.4. La Cicatrisation

La cicatrisation d'une plaie est un phénomene biologique naturel. Les tissus humains et
animaux sont capables de réparer des lésions localisées par des processus de réparation et de

régenération qui leurs sont propres (Elzayat et al., 2018). .
1.4.1. La Peau

La peau, aussi appelée tégument recouvrant le corps en entier. Chez 1’adulte moyen,
elle couvre une surface entre 1,2 et 2,2 m? et elle pése environ 4kg (15% de la masse
corporelle totale). Elle est riche en vaisseaux sanguins et recoit environ un tiers du volume
sanguin total en circulation. Elle est constituée de trois couches principales dont les cellules
interagissent ensemble afin d’assurer ses différentes fonctions : I'épiderme, le derme et
I'nypoderme (Figure 10) (Kanitakis, 2002).

Ses annexes, localisées dans le derme, sont représentées par les phanéres (poils et ongles), les
glandes sébacées et les sudoripares. Le derme contient aussi des récepteurs sensoriels a la
pression et a la température, associé a un réseau microcirculatoire et de fibres nerveuses.

L'épaisseur de la peau varie selon le sexe, I'4ge et la région du corps (Zaidi, 2010).

. terminaisons nerveuses (vert)
film hydrolipidique —
épiderme

couche basale =% | glande sudoripare

pore sudoripare

derme
L =——glande sébacée
hypoderme ——= b Bl
couche adipeuse | S _tissu adipeux
il

sous-cutanee L—= 5 follicule pileux

S
S\ &

v . veinule (bleu)
artériole (rouge)

Figure 10 : Structure de la peau (Zaidi, 2010).
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1.4.1.1. Structure de la peau
» L’épiderme

C’est un tissu épithélial de revétement, sa fonction principale est la protection de
I’organisme contre les agressions extérieures (Jacques, 2010). Il est formé de plusieurs
couches de cellules superposées dont une couche profonde formée de cellules qui se divisent
tres activement et assurent la régénération continuelle de la peau et des couches superficielles

formant la couche cornée (Lacombe, 2006).
» Lederme

Le derme nourrit et supporte 1’épiderme. C’est un tissu conjonctif irrigué par un grand
nombre de vaisseaux. Il renferme aussi des terminaisons sensorielles et des glandes
sudoripares. Il est constitu¢ de fibres de collagéne (support structural), d’élastine et de

réticuline (responsables de 1’¢élasticité et 1’extensibilité du derme) (Guillet et Cartier, 1999).
» L’hypoderme

L’hypoderme présente une structure lache, qui se compose principalement de
téguments lipidiques et forme une couche souple de mobilisation contenant des organes
sensoriels et fonctionnels. Les couches adipeuses sont séparées les unes des autres par du tissu
conjonctif. L’hypoderme a un réle de protection (le froid, la pression et agréssions) (Zaidi,
2010). Parfois, volontairement ou accidentellement, la structure de la peau peut étre rompue,

ceci conduit a ’apparition d’une plaie.

17



Synthese Bibliographique

1.4.2. Définition de la plaie

Une plaie se definit comme une rupture de la cohérence anatomique et fonctionnelle
de la peau, elle est caractérisée par une perte de substance cutanée plus ou moins importante.
Elle est causée généralement par un instrument tranchant, ou déchirure de la peau avec des
bords irréguliers (Smeltzer et al., 2010).

Les lésions de la peau peuvent étre différentiées par leur profondeur (plaies superficielle,
profonde, pénétrante), leur forme (linéaire, punctiforme, irréguliére), leur nombre (unique ou

multiple) et leur complexité (association de difféerents types de lésion).

Epiderme :
Derme |
\

Hypoderm ‘
Peau Brulure au Brulure au Brulure au Brulure au
normale premier second degré second degré troisieme

degré superficiel profond degré

Figure 11 : Classification des plaies en fonction de leur profondeur (Colige, 2012).

1.4.2.1. Classification des plaies

La classification des plaies est essentielle afin d’instaurer le meilleur traitement
possible en fonction de leur gravité, de leur évolution, du dommage tissulaire et de leur
couleur (Tableau 01) (Elzayat et al., 2018).
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Tableau 01 : Classification des plaies selon le stade (NPUAP 2014).

Stade Caractéristiques de la plaie
Stade | Zone d’érythéme avec décoloration de la peau, chaleur et cedéme.
Stade Il Perte tissulaire partielle touchant 1’épiderme, le derme ou les deux avec absence
de nécrose et a contours rouges, chauds, partiellement indurés.
Stade 111 Perte tissulaire totale atteignant le tissu sous-cutané et pouvant s’étendre au
fascia sous-jacent sans toutefois le pénétrer. Présence de nécrose et
d’inflammation.

Stade IV Perte tissulaire totale atteignant le muscle, 1’os et les structures de soutien, telles
que tendon et capsule articulaire avec destruction et nécrose importantes ;
infection systémique possible.

Stade X Escarrification jaunatre ou tissu nécrosé noir épais recouvrant le lit de la plaie
(limite ainsi 1’évaluation de 1’extension de la plaie). Toutes les plaies (sauf le
stade I, ou la peau est intacte) peuvent passer par ce stade : il faut enlever
I’escarre et les tissus morts afin d’évaluer le vrai stade de la plaie.

A noter que les plaies sont souvent trés douloureuses aux stades | et 11 et trés longues a guérir

aux stades Il et IV.
1.4.3. Cicatrisation des plaies

La cicatrisation est I’ensemble des phénoménes physiologiques naturels aboutissant a
partir d’une plaie a la restauration de la structure cutanée (Chen et al., 1992). Ce phénomeéne
naturel est possible grace a la coopération entre de nombreux meédiateurs solubles (facteurs de
croissance et cytokines), la mise en jeu de différents types cellulaires (cellules inflammatoires,
endothéliales, sanguines, épithéliales et immunitaires) et les interactions avec la matrice
extracellulaire (Chen et al., 1992).

1.4.3.1. Les phases de la cicatrisation

Le déroulement de la cicatrisation d’une plaie profonde (qui atteint également le
derme) est classiquement divisée en quatre étapes principales : la phase vasculaire, la phase

inflammatoire, la phase épithéliale et la phase de remodelage tissulaire (Xiamin et al., 2019).

Ces phases sont orchestrées de maniére contrélée pour reprendre leur fonctionnement normal
(Elzayat, 2018). Ces étapes de la cicatrisation sont interdépendantes, elles ne sont pas

strictement séparées dans le temps mais se chevauchent (Monique, 2019).
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» Phase vasculaire et hémostatique (1-2 jours)

Le processus de cicatrisation normale commence immeédiatement aprés la lésion
tissulaire. La plaie provoque une rétraction élastique des berges et une effraction vasculaire.
Le saignement déclenche le processus d’hémostase par vasoconstriction et agrégation
plaquettaire, ce qui entraine un écoulement de facteurs de coagulation pour former un caillot
de fibrine. Ce caillot sanguin comble la plaie et les polynucléaires affluents. Il y a libération
de chimiokines, des cytokines et des facteurs de croissance tels que : le facteur de croissance
transformant (TGF)-b, dérivé des plaquettes du facteur de croissance (PDGF), le facteur de
croissance des fibroblastes (FGF), et facteur de croissance épidermique qui déclenchent

I’inflammation (Figure 12).
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Figure 12 : Phase vasculaire et hémostatique (Monique, 2019).
» Phase inflammatoire dite de détersion (2 a 15 jours)

Une plaie, implique toujours la présence d’une réaction inflammatoire qui va durer
jusqu’a la phase de remodelage tissulaire. Cette réaction est caractérisée par un gonflement
provoqué par la formation d’exsudat, une rougeur et une chaleur due a la vasodilation. Elle
permet de stopper I’hémorragie et de combattre les pathogénes. Les neutrophiles et les
macrophages digerent les bactéries et liberent des facteurs de croissance ; des cytokines et des
protéases. Elle fournit une matrice provisoire pour la migration des cellules et joue un réle

dans la formation du tissu cicatriciel (Figure 13).
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Il 'y a migration et activation des cellules inflammatoires

v" Les polynucléaires neutrophiles puis les macrophages, dont le role est anti-infectieux ;

v' Les fibroblastes apparaissent ainsi que les fibres de collagéne qu’ils synthétisent ;

v La croissance du tissu conjonctif de granulation repousse le caillot fibrineux vers la

surface ;

v Le bourgeon épidermique apparait sur les berges.
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Figure 13 : Phase inflammatoire (Monique, 2019).

> Phase de ré-épithélialisation (Plusieurs semaines)

La troisiéme phase de la cicatrisation consiste a reformer un nouveau tissu au niveau

de la plaie. C’est une phase essentiellement cellulaire qui permet de restaurer la fonction de

barriéere épidermique grace a la prolifération et a la migration des kératinocytes. Il y a

prolifération des fibroblastes. La synthése du collagéne devient abondante et la matrice

extracellulaire se réorganise.

L’angiogenése avec la prolifération des cellules endothéliales permet la reconstruction d’un

réseau vasculaire avec I’apport d’oxygene et de nutriments. Comme conséquence, le tissu de

granulation est en formation, I’épithélialisation le recouvre progressivement a partir des

berges ou des annexes et la contraction des berges se fait avec I’apparition de myo-

fibroblastes. (Figure 14).
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Figure 14 : Phase de ré-épithélialisation (Monique, 2019).

» Phase de remodelage dite de maturation cicatricielle (1 mois a plusieurs années)

Méme si la matrice extracellulaire est remodelée pendant tout le processus de
cicatrisation, la phase de remodelage proprement dite débute deux a trois semaines apres la
blessure et peut durer quelques années selon la nature de la plaie.

Lors de cette phase, de nombreux processus activés lors de la cicatrisation vont s’arréter. La
plupart des cellules migrent hors du site de la blessure ou entrent en apoptose. Cette phase est
caractérisée par la maturation et 1’épaississement de 1’épiderme, le remodelage de la matrice

extracellulaire, la normalisation du réseau capillaire et la maturation cicatricielle (figure 15).
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Figure 15 : Phase de maturation (Monique, 2019).
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1.4.3.2. Facteurs influencant la cicatrisation

Plusieurs facteurs peuvent influencer le processus de cicatrisation, parmi ces facteurs on
cite : la malnutrition (carence en albumine, fer, zinc, vitamine C), 1’dge (diminution des
processus de réparation), le diabete, 1’obésité, le tabagisme (hypo-vascularisation), la
localisation de la plaie, son environnement, son hydratation, son degré de contamination et sa
vascularisation (une bonne vascularisation est essentielle pour une bonne cicatrisation)
(Monique, 2019).

1.4.3.3. Traitement local des plaies

Le traitement des plaies dépend de leur importance et de leur gravité (Elzayat et al.,
2018).  Elles peuvent nécessiter un traitement genéral, en plus du traitement local. Les
produits conventionnels couramment utilisés sont les antiseptiques et les antibiotiques
(Poinsat et Talon, 2017). Parfois, on a recours a des produits cicatrisants tels que le miel et

propolis ou aux plantes médicinales.

Parmi les produits de phytothérapie utilisés, certains ont fait 1’objet d’essais
expérimentaux pour tenter de mettre en évidence leurs potentiels cicatrisant. Selon les
résultats des études, les plantes peuvent stimulées 1’angiogenése et les tissus de granulation ou
potentialisées le processus de cicatrisation et en méme temps avoir un role antiseptique c’est
le cas de Centella asiatica, Allium cepa, Terminalia chebula (Soni et Singhai, 2012).

En Algérie, peu d’études scientifiques existent sur le potentiel cicatrisant des plantes
médicinales locales, pourtant les enquétes ethnobotaniques citent plusieurs plantes, et méme

plusieurs recettes a base de plante, de miel et d’huile d’olive (Boudjelal et al., 2013).
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Il. MATERIEL ET METHODES

11.1. Présentation de la zone d’étude

11.1.1. Localisation géographique

La Wilaya de M’Sila se situe a 35°40’ latitude Nord et 04°30” longitude Est, sur une
altitude d’environ 500 m. Elle est située au Sud Est d’Alger, limitée au Nord par les Wilaya
de Médéa, Bordj Bou-Arreridj, Sétif et Bouira, a L’Ouest par Djelfa, a I’Est par Batna et au
Sud par Djelfa et Biskra (Figure 16). Elle couvre pré de 18,175 Km? (Station météorologique
de M’Sila).
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Figure 16 : Localisation géographique de la wilaya de M’sila.

Sur le plan régional, la Wilaya de M’Sila occupe une position privilégiée dans la partie
centrale de I’Algérie du nord dans son ensemble, elle fait partie de la région des hauts
plateaux du centre. Le territoire de la wilaya constitue une zone charniére entre deux grandes
chaines de montagnes qui sont 1’ Atlas Saharien et I’ Atlas Tellien. Cette localisation lui donne
une configuration géographique spécifique caractérisée par deux principaux écosystémes :
steppe (représentée par Chott ElI-Hodna) et de la forét (représentée au nord par la forét de

Maadid et de Ouanougha et au sud par la forét de Djebel Messaad) (Boudjelal et al., 2013).
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11.2. Matériel végétal

La partie aérienne de Teucrium polium L. ssp capitatum a été récoltée en période de
floraison durant le mois de Mai 2018 a Bousaada (située a 69 km au sud-ouest de la wilaya de
M'Sila) (Figure 17).

Figure 17 : Teucrium polium L.

L’identification botanique de la plante a été faite par le Dr. Sarri Dj, en se basant sur les
criteres morphologiques de Quezel et Santa, du Département des Sciences de la Nature et de
la Vie, Faculté des Sciences, Université Mohammed Boudiaf/ M’Sila. Un spécimen (AB-92) a
été déposé au niveau de I’herbier du méme département. La plante a été nettoyée, séchée puis

réduite en poudre en vue de son utilisation ultérieure.

11.3. Animaux

Les animaux (des lapins New Zélandais albinos pesant entre 1.9 et 2.1 kg et des souris
Swiss pesant entre 31 et 33 g) ont été ramenés de I’institut Pasteur d’ Algérie/Alger. lls ont été
alimentés ad libitum avec un régime de croquette (Office Nationale de 1’Alimentation du
Bétail, Bejaia) et de l'eau. lls ont été maintenus dans les conditions de température et de
lumiere ambiante. Tous les protocoles expérimentaux étaient conformes a la Directive du
Conseil de la Communauté Européenne (86/609/CEE) et 1’Association Algérienne des
Sciences en Expérimentation Animale.
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I1.4. Préparation des extraits

L’extrait méthanolique a été obtenu en utilisant une extraction continue au Soxhlet. La
poudre de plante (50 g) a été mise en contact avec 500 ml de méthanol pendant 6 h (Bimakr et
al., 2011). L’extrait méthanolique (EM) obtenu a été filtré puis soumis a une évaporation a

basse préssion a 35 °C dans un rotavapor (Buchi 461).

L’huile essentielle (HE) a été obtenue par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de
type Clevenger, en immergeant la poudre de plante (100 g) dans un ballon contenant 1000 ml
d’eau distillée pendant 3 h (European Pharmacopoeia, 2005). L'huile a été sechée avec du
sulfate de sodium anhydre.

Les rendements d’extraction de I’EM et I’HE ont été calculés selon la formule suivante :

R (%) = [(M Extrait/ MPpiante séche)] X100
Ou:
R (%) : Rendement d’extraction
M Extrait : Masse de I’extrait
Mpiante seche : Masse de la plante séche

Les extraits obtenus (EM et HE) ont été conservée dans des flacons ambrés a 4°C pour une
identification phytochimique compléte ainsi que pour une étude toxicologique et évaluation

des activités biologiques in vitro et in vivo (antioxydante et cicatrisante) (Figure 18).
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Teucrium polium L.

Extraction
(Poudre de la partie aérienne)

Extrait Méthanolique EM (Soxhlet)
Huile Essentielle HE (Clevenger)

Phytochimie
EM : Phénols totaux
Flavonoides
LC-MS
GC-MS

Etude Toxicologique et Biologique in
vivo et in vitro

Antioxydante (EM, HE)
Toxicité oral TAC

aigué EM DPPH
p-caroténe
FRAP

Figure 18 : Extraction, identification, toxicité et activités biologiques des extraits de
Teucrium polium L.
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11.5. Analyses phytochimique des extraits

11.5.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur totale en phénol de I'extrait méthanolique a été déterminée en utilisant

le

réactif Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965). Un volume de 0.2 ml de I’extrait a été

mélange & 1 ml de reactif Folin-Ciocalteu. Aprés 4 min, 0.8 ml d'une solution de Na,CO3s (75

g/l) sont ajouté au mélange. La solution finale est gardée a la température ambiante pendant 2

h. L’absorbance a été mesuré a 765 nm. La teneur phénolique totale a été exprimée en mg

d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait sec (mg EAG/g ES).

Toutes les mesures ont été effectuées en triple.

11.5.2. Dosage des flavonoides totaux

Le taux de flavonoides dans I'extrait méthanolique a été mesurée selon la méthode
colorimétrique au chlorure d'aluminium (Carocho et al., 2014). 1 ml d'extrait méthanolique
a été mélangé avec 1 ml d'une solution de méthanol a 2% d'AlCls. Aprés 10 min,
I'absorbance a été déterminée a 430 nm. Les résultats ont été exprimés en mg d'équivalent
quercétine par gramme d'extrait sec (mg EQ / g ES).

Toutes les mesures ont été effectuées en triple.

11.5.3. Analyse de ’EM par HPLC-UV-MS-ELSD

L’analyse HPLC-UV-MS-ELSD de I’extrait méthanolique de Teucrium polium L. a
été réalisée au niveau de laboratoire de Pharmacie-Biologie, Université de Bale, Suisse.

L'extrait méthanolique de T. polium L. (32 g) a été mis en suspension dans 500 ml
d'eau puis successivement partitionné avec acétate d’éthyl EtOAc (3 x 500 ml) et n-butanol
n-BuOH saturé en H20 (4 x 500 ml), pour fournir une fraction soluble dans EtOAc ( 8,2 g),
une fraction soluble dans le n-BuOH (10,8 g) et une fraction soluble dans le H.O (12,6 g).

L'analyse HPLC-PDA-MS de ces fractions (EtOAc, n-BuOH et H.O) a été
effectuée sur un systeme chromatographique équipé d'un dégazeur, une pompe quaternaire
(LC-20AD), un four a colonne (CTO-20AC), un détecteur PDA (SPD-M20A) et un
spectrometre de masse a trois quadripdles (LCMS-8030) (Shimadzu, Kyoto, Japon). La
séparation a été réalisée sur une colonne SunFire C18 (3,5 pum, 3,0 x 150 mm i.d., Waters)

équipée d'une colonne de garde (3,0 x 10 mm). La phase mobile était constituée d'eau +
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0,1% d'acide formique (A) et d'acétonitrile + 0,1% d'acide formique (B). Un gradient de 5-
80% de B en 30 min suivi de 80-100% de B en 5 min a été appliqué. Le débit était de 0,4
ml / min. 10 pl de l'extrait (dissous dans du DMSO) ont été injectés. Le logiciel

LabSolutions (Shimadzu) a été utilisé pour I'acquisition et le traitement des données.

La fraction EtOAC a été préparé sous forme de charge séche, elle est adsorbé dans
25¢ de gel de silice 60. Cette fraction a été séparée par chromatographie liquide a moyenne
pression (MPLC) sur une colonne de silice (47 x 5 cm, i.d) avec un gradient de n-hexane /
EtOAc / MeOH [n-hexane / EtOAc (98: 2) (0-10 min), n -hexane / EtOAc 2-70% EtOAc
(10-420 min), n-hexane / EtOAc 70-100% EtOAc (420-480 min), EtOAc / MeOH 0-20%
MeOH (480-540 min), 100% MeOH (540-600 min)] & un débit de 20 ml / min. Au total,
540 fractions ont été collectées, elles ont été combinées sur la base d'une analyse CCM
entre tous les cing fractions pour obtenir 22 fractions de compositions différentes (Fr.1-
Fr.22).

La HPLC préparative a été effectuée sur un systeme LC / MSD préparatif (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) constitué d'une pompe quaternaire (série 1200, 1290
Infinity 11 1260 Prep Bin Pump), un détecteur PDA (série 1100) et un LC / MS quadripdle
6120. Une colonne OBD SunFire Prep C18 (5 pm, 30 x 150 mm i.d., Waters, Milford, MA,
USA), équipée d'une cartouche C18 Prep Guard (10 x 30 mm i.d.) a été utilisée. Le débit était
de 20 ml / min. L'acquisition et le traitement des données ont été effectués a l'aide du logiciel
ChemStation (Agilent Technologies). Un systéeme d'injection manuelle 1290 Infinity 11 1290

Valve Drive (Agilent Technologies) a été utilise.

La séparation HPLC préparative, avec differents gradient d'acétonitrile dans I'eau (tous les
deux contenant 0,1% d'acide formique) en 30 min, des fractions selectionnée a donnée des

différents composés tels que:

e Fr. 11 (85 mg) : le composé 14 (1,3 mg, tR = 29,3 min) avec un gradient de 5% a
80%.

e Fr. 14 (327 mg) : Les composés 10 (12,5 mg, tR = 11,9 min), 11 (2,0 mg, tR = 12,6
min) et 13 (16,9 mg, tR = 19,3 min) avec un gradient de 45% a 60%.

e Fr.21 (247 mg) : les composés 9 (6,1 mg, tR = 20,8 min) et 12 (3,0 mg, tR = 23,9
min) avec un gradient de 5% a 80%.

e Fr.22:lecomposé 2 (11,4 mg, tR = 11,3 min) avec un gradient de 15% a 50%.
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e Une fraction (25,6 mg) : le composé 3 (3,5 mg, tR = 21,4 min), un mélange de 4 et
5 (4,8 mg, tR = 23,4 min) et 6 (3,3 mg, tR = 29,8 min) avec 16% acétonitrile
contenant 0,1% d'acide formique.

e Une partie de la fraction soluble dans le n-BuOH (1,0 g): le compose 1 (373 mg, tR
= 11,6 min) avec un gradient de 5% a 80%.

Les composes isolés purs ont subi une analyse RMN pour bien identifier la structure
chimique. Les spectres RMN ont été enregistrés sur un spectrométre Bruker Avance Il
(Rheinstetten, Allemagne) fonctionnant & 500,13 MHz pour *H et 125,77 MHz pour *3C. Les
spectres RMN 'H et RMN 2D ont été mesurés dans DMSO-d6 ou CDCls (ARMAR
Chemicals) avec une sonde TXI 1 mm a 23 ° C. Les données ont été analysées a l'aide des
logiciels Topspin (Bruker) et Spectrus Processor (ACD / Lab, Toronto, Canada).

11.5.4. Analyse de ’HE par GC-FID-MS

Cette analyse de I’huile essentielle a été réalisée au niveau de I’institut chimie
biomoléculaire a Catania, Italie.

L’analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse (GC) a été
effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse modéle 17A équipé d'un détecteur a
ionisation de flamme (FID) et d'un logiciel d'exploitation Class VP Chromatography Date
System version 4.3 (Shimadzu, Japon).

1 ul d’HE a été injecté en mode split (1: 200) dans une colonne capillaire SPB-5 (15 m
x 0.10 mm x 0.15 pum) avec le hélium (1 ml/min) comme gaz vecteur. La température du four
a été maintenue a 60°C pendant 1 minute, puis programmée a 250°C au niveau de l'injecteur
et 280°C dans le détecteur. Aprés injection, la vitesse linéaire de migration a I’intérieur de la
colonne a été de 19 cm/sec. Les pourcentages de composés ont été déterminés a partir de leurs
zones de pic dans les profils GC-FID.

La chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS) a été réalisée
en mode rapide sur un model GCMS-QP5050A, et un logiciel d'exploitation GCMS solution
version 1.02 (Shimadzu), avec la méme colonne et les mémes conditions opératoires utilisées
pour GC-FID analytique.

1 pl d’HE a été injectée en mode split (1:96) dans la colonne a une tension d'ionisation
de 70 eV et multiplicateur d'électrons 900 V. La température de la source d'ions a été de
180°C. Les données de spectres de masse ont été acquises en mode de balayage dans la plage
m / z 40-400.
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es

L'identité des composants a été realisée en se basant sur la comparaison de leur indice

de rétention GC (par rapport aux n-alcanes Co-C22 sur la colonne SPB-5), la correspondance

informatique des données spectrales MS avec celles des bibliotheques NIST MS, la

comparaison des modeéles de fragmentation avec ceux rapportés dans la littérature et, dans la

mesure du possible, la co-injection avec des standards authentiques.

11.6. Evaluation toxicologique et biologiques (in vivo et in vitro) des extraits de T. polium

L.

11.6.1. Etude toxicologique

11.6.1.1. Test de toxicité orale aigué

L'étude de la toxicité de D’extrait méthanolique de la plante a été menée

conformément aux directives de I'Organisation de Coopération et de Développement

Economiques (OCDE 423, 2002b). Cette étude a permis, aprés administration de I’extrait,

d’évaluer les symptomes observés et de fournir une indication sur la classe de toxicité de

I’extrait selon la DLso (Tableau 02).

Tableau 02 : Echelle de toxicité de Hodge et Sterner (1949) pour les souris et les rats
(Frank et al., 1992).

Indicede  Classes de toxicité DLsy par voie orale pour la
toxicité souris ou le rat (dose unique)

1 Extrémement toxique <1 mg/kg pc

2 Trés toxique 1a 50 mg/kg pc

3 Moyennement toxique 50 &4 500 mg/g pc

4 Faiblement toxique 500 a 5000 mg/kg pc

5 Pratiquement non toxique 5000 a 15000 mg/kg pc

6 Relativement sans danger > 15000 mg/kg pc

11.6.1.2. Constitution des groupes et traitements des animaux

Des souris femelles Swiss ont été divisées en quatre groupes de trois souris chacun.

Le groupe 1, témoin sain, a recu de I'eau distillée ; les groupes 2, 3 et 4 ont recu en dose

unique et par voie orale 1°extrait méthanolique aux doses 1000, 2000 et 5000 mg / kg de

poids corporel respectivement.
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11.6.1.3. Observations des animaux

Les souris traitées ont été observés individuellement pendant les 4 premiéres heures
qui ont suivi les traitements, puis réguliérement durant les premiéres 24 et 48 h et
quotidiennement par la suite pendant 14 jours. Durant cette période, toutes les variations
comportementales et symptomatiques observées a 1’ceil nu sont reportées y compris le
nombre de morts. Les observations portaient principalement les aspects physiques externes
(apparence et perte de cheveux), perturbations comportementales et physiologiques
(agitation, anoréxie, paralysie partielle, asthénie, sensibilité au bruit et a la lumiére,
hypersalivation) et les signes cliniques (changements dans les rythmes cardiaque et

respiratoire, contraction abdominale, diarrhée) (Hussain Mir et al., 2013).

Au cours de cette étude, I’évolution corporelle, consommation de I’eau et de nourriture par les
souris le long de I’expérimentation a été suivie tous les cing jours, leurs poids sont déterminés

avant le traitement. Cette répartition a été réalisée selon I’homogénéite de leurs poids.

11.6.1.4. Examen histologique et dosages biochimiques sériques

A la fin de l'expérience, les souris ont été sacrifiées. Les organes (foie, reins et
cceur) ont été préleves pour des examens histopathologiques. Le sang a été immeédiatement
recueilli dans des tubes pour le dosage des différents parametres biochimiques (Gandhare
etal., 2013).

Le taux des transaminases, phosphatase alcaline, protéines sériques totales, créatinine, urée

et acide urique ont été dosés selon la fiche technique Spinreact (Espagne).

e Dosage de I’Aspartate aminotransférase (AST)

Par la Méthode cinétique UV. IFCC. Conforme aux recommandations de I'IFCC ;
International Federation of Clinical Chemistry (1985) (Bergmeyer et al., 1986a). Selon la
fiche technique Spinreact (BEIS09-F 13/02/14).

» Principe de la méthode

L’Aspartate aminotransférase (AST) précédemment appelée Glutamate Oxaloacétate
Transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé de la L-Aspartate au
a-Cétoglutarate en formant le L-Glutamate et I’Oxaloacétate. L’oxaloacétate formé est ensuite
réduit en L-Malate par le Malate deshydrogenase (MDH) et en présence du coenzyme
NADH,H.
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L-aspartate + a-Cétoglutarate —>|AST L-Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + NADH + H* —MPH__ | - Malate + NAD*

La vitesse d'oxydation du NADH en NAD™ est proportionnelle a I'activité catalytique de

I’AST. Elle est déterminée par mesure de la diminution de I'absorbance a 340 nm.

e Dosage de I’Alanine aminotransférase (ALT)

Par la Méthode cinétique UV. IFCC. Conforme aux recommandations de I’IFCC;
International Federation of Clinical Chemistry (1985) (Bergmeyer et al., 1986 b). Selon la
fiche technique Spinreact (BEIS09-F 13/02/14).

» Principe de la méthode

L’alanine Aminotransférase (ALT) ou la Glutamate Pyruvate Transaminase (GPT) catalyse
le transfert réversible d’un groupe aminé de la L-Alanine au a-Cétoglutarate en formant le L-
Glutamate et le Pyruvate. Le pyruvate formé est ensuite réduit en L-Lactate par le Lactate

déshydrogénase (LDH) et en présence du coenzyme NADH,H.

L-Alanine + o-Cétoglutarate ALT J-Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H* <L_H= L-Lactate + NAD*

La vitesse d'oxydation du NADH en NAD" est proportionnelle a l'activité catalytique de

I’ALT. Elle est déterminée par mesure de la diminution de I'absorbance a 340 nm.

e Dosage de la Phosphatases alcalines (PAL)

Par la Méthode cinétique au Tampon DEA, Méthode optimisée basée sur les
recommandations de la société allemande de chimie clinigue DGKC (Deutschen Gesellschaft
fur Klinische Chemie, 1972). Selon la fiche technique Spinreact (BEIS44-F 13/02/14).

» Principe de la méthode
En milieu alcalin, en présence du Magnésium (Mg?*) et d’un accepteur de phosphate,

la Diéthanolamine (DEA), les Phosphatases alcalines (PAL) catalysent I’hydrolyse du p-
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Nitrophénylphosphate en p-Nitrophénol (composé jaune) et phosphate inorganique, selon

la réaction suivante :
p-Nitrophénylphosphate + H,O i, Phosphate + p-Nitrophénol

La vitesse d'apparition du p-Nitrophénol, suivie par la variation de I'absorbance a 405 nm, est

proportionnelle a lI'activité des PAL dans le spécimen

e Dosage des Protéines totales (Prot Tot)

Par la Méthode colorimétrique de Biuret. Selon la fiche technique Spinreact (BSIS30-F
05/05/15).
» Principe de la méthode

Dans un milieu alcalin, Les ions cuivriques interagissent avec les liaisons peptidiques des
protéines formant un complexe bleu violet ou l'intensité de la couleur est proportionnelle & la

quantité des proteines plasmatiques.

e Dosage de la Creéatinine (Créa)

Par la Méthode colorimétrique-cinétique de Jaffé (sans déprotéinisation). Selon la fiche

technique Spinreact (BSI1S13-F 13/09/13).

» Principe de la méthode

Le dosage de la créatinine est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate sodium
comme décrit par Jaffé (Delanghe et Speeckaert, 2011) sans 1’étape de déprotéinisation de
1’échantillon.

La créatinine en réagissant avec 1’acide picrique en milieu alcalin forme un complexe de
couleur rouge. La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration
de la créatinine présente dans 1’échantillon.

e Dosage de I’Urée

Par la Méthode enzymatique cinétique UV (Uréase-GLDH). Selon la fiche technigque

Spinreact (BS1S32-F 13/09/13).
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» Principe de la méthode

L'urée, présente dans I’échantillon, est hydrolysée par l'uréase en Ammoniaque
(NH3) et en Dioxyde de carbone (CO2). L’Ammoniaque formé réagit avec l'a-
Cétoglutarate pour former le L-glutamate par une réaction, catalyseée par la Glutamate
déshydrogénase (GLDH), avec oxydation simultanée de la Nicotinamide Adénine
Dinucléotide réduite (NADH) en Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD). Deux moles

de NADH sont oxydées pour chaque mole d'urée présente.

Urée + H,0 + 2H* Y o\ +cO,

2NHs + a-Cétoglutarate + NADH _GLDH | H,0 + NAD* + L-Glutamate

La diminution de I'absorbance due a la conversion du NADH en NAD™, mesurée pendant un
temps donné a 340 nm, est proportionnelle a la concentration en urée dans I'échantillon testé.

e Dosage de I’Acide urique (AU)

Par la Méthode enzymatique colorimétrique (Uricase-POD), selon la fiche technique Spinrect
(BSISO1-F 12/09/13).

> Principe de la méthode

L’uricase agit sur I’acide urique présent dans 1’échantillon pour produire de 1’allantoine, du
dioxyde de carbone (COy) et du péroxyde d'hydrogene (H202). En présence de péroxydase
(POD), le péroxyde d’hydrogéne réagit avec le 2-4 diclorophénol sulphonate (DCPS) et le 4-

aminophénazone (4-AP) pour former un complexe de couleur rouge, la Quinonéimine.

Acide urique +0,+2H,0 _Uricase . Allantoine + CO +2H0;,

2H,0; + 4-AP + DCPS —POP | Quinonéimine + 4 H,0

L’absorbance mesurée a 520 nm (490-530) de la quinonéimine formée, est
proportionnelle a la concentration de 1’acide urique présent dans le spécimen (Fossati et al.,
1980).
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11.6.2. Evaluation in vitro de P’ activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer, in vitro, l'activité antioxydante des
extraits de plantes. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration
d'un réactif dans un milieu réactionnel. Le présent travail a pour but de mettre en évidence le

potentiel antioxydant des extraits de Teucrium polium L.

11.6.2.1. Capacité Antioxydante Totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits (EM et HE) est évaluée selon la
méthode de phosphomolybdene (Prieto et al., 1999). Cette technique est basée sur la
réduction de molybdene Mo (VI) en molybdate Mo (V) en présence de 1’extrait pour former
un complexe vert de phosphate/Mo (V) a pH acide.

Un volume de 0.3 ml des extraits (EM, HE et Acide Ascorbique dans I'eau déionisée) a été
combinée avec 3 ml de la solution de réactif (0.6 M d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate
de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium). Les tubes ont été incubés dans un bain-marie
a 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695

nm. La capacité antioxydante totale des extraits a été calculée par I'équation suivante :

TAC (%) = ([A extrait— A contréle]/A blanc) x 100

Ou:
A extrait : Absorbance de 1’extrait mélangé avec la solution de réactif
A controle : Absorbance de I'eau déionisée mélangée avec I'extrait
A vianc : Absorbance de la solution de réactif mélangée avec de I'eau déionisée

L'activité antioxydante a été exprimée en pug équivalent acide ascorbique par mg d'extrait (ug

EAA / mg ES). Toutes les mesures ont été effectuées en triple.

11.6.2.2. Test de piégeage de radical libre DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyle)

Le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres relativement
stables. Ce test consiste a la réduction d’une solution alcoolique de 1’espéce radicalaire
DPPH?® en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), qui aboutit a la formation
d’une forme non radicalaire DPPH-H (Figure 19). En effet, la présence des radicaux DPPH*®

donne une coloration pourpre foncée a la solution et qui absorbe fortement a 517 nm. Au
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cours de la réaction, la colorimétrie de la solution change sous 1’effet d’un agent antioxydant

qui entraine la décoloration de la solution (Athamena et al., 2010).
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Figure 19 : Schéma de transformation du DPPH de sa forme active a celle inactive
(Matkowski et al., 2008).

Ce test est réalisé selon le protocole décrit par Li et al., (2009). Un volume de 1ml des extraits
(EM, HE et BHT) a différentes concentrations a été mélangé avec du DPPH 0.1 mM. Le
mélange a été laissé a température ambiante dans I'obscurité pendant 30 min et I'absorbance a
été lue a 517 nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (I %) estimée selon

1’équation suivante :

I (%) = ([A controle=A extrait] /A contréle) x 100
Ou:
A controle - Absorbance du contréle DPPH (contenant tous les réactifs sauf I’extrait)

A extrait : Absorbance de D’extrait a différentes concentrations.

L’ICso (la concentration qui correspond a 50% d’inhibition) a €té calculée en tracant
des pourcentages d'inhibition par rapport aux concentrations de I'échantillon. Le contrdle
positif est représenté par un antioxydant standard : butyle hydroxytoluene (BHT). Toutes les

mesures ont été effectuees en triple.
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11.6.2.3. Test de Blanchiment du -caroténe

Le test est réalise selon le protocole décrit par Tepe et al., (2005).Une émulsion de B-
carotene/acide linoléique a été preparée par dissolution de 0,5 mg de B-caroténe dans 1 ml de
chloroforme. Par la suite, 25 ul d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 ont été ajoutés.
Apres évaporation totale du chloroforme, 100 ml d'eau distillée saturée en oxygene ont été
ajoutés a cette emulsion sous une agitation. 350 ul des extraits (EM et HE) solubilisés dans du
méthanol (2 mg/ml), sont additionnés a 2,5 ml de I’émulsion précédente. La méme procédure
a été répétée avec le controle positif (BHT) et avec le méthanol et 1’eau distillée comme des
contrdles négatifs. Les absorbances ont été lues a 490 nm, apres 1 heure, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24
h et 48 h d’incubation a température ambiante a 1’obscurité. Toutes les mesures ont été
effectuées en triple. L'activité antioxydante (AA%) a été calculée en utilisant I'équation

suivante :

AA (%) = (AE / AEx) x 100

Ou:
AE : Absorbance de ’extrait au moment de lecture

AE1 : Absorbance de 1’extrait au temps 0

11.6.2.4. Pouvoir réducteur FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

L’évaluation FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la
capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*") de couleur jaune en fer ferreux (Fe*)
de couleur bleu par un antioxydant (Pellegrii et al., 2003) . En effet le Fe™ participe a la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton.

Le pouvoir réducteur a été déterminé en utilisant la méthode d'Oyaizu (1986). 2.5 ml des
différentes concentrations des extraits (EM, HE et acide Ascorbique) ont été mélangé a 2.5 ml
de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium [KsFe
(CN)s] (1%). Les mélanges ont été incubés a 50°C pendant 30 min dans 1’obscurité. Par la
suite, 2.5 ml de ’acide trichloracétique (10%) ont été additionnés pour stopper la réaction. Le
tout a été maintenu a température ambiante pendant 10 min.

A la fin, 2.5 ml du surnageant de chagque concentration a été mélangé avec 2.5 ml de I’eau
distillée et 0.5 ml de FeClz, 6 H20 (0.1%). L’absorbance a été mesurée a 700 nm. L’acide

ascorbique a été utilisé comme témoin positif. Toutes les mesures ont été effectuées en triple.
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L’activité chélatrice est calculée selon I’équation :

AC (%) =1- (A Extrait/ A Contrﬁle) x100

Ou:
A Extrait - Absorbance extrait

A controle : Absorbance contréle

11.6.3. Evaluation de Dactivité cicatrisante

Le pouvoir cicatrisant de la plante et de ses extraits (EM et HE) a été réalisee in vivo

sur un modele de plaie d’excision sur des lapins albinos New-zélandais.
11.6.3.1. Préparation de I’onguent

Généralement, les herboristes de la wilaya de M’Sila mélangent la poudre de plante
de Teucrium polium L. soit avec la vaseline ou la cire d’abeille pour obtenir un onguent a

10 % qu’ils appliquent directement sur la plaie (Boudjelal et al., 2013).

Lors de I’étude de I’activité cicatrisante, I’onguent a été préparé en mélangeant les extraits
(EM, HE) ainsi que la poudre de la plante avec de la vaseline (Unilever, France) a une
concentration de 10% pour obtenir les onguents suivants: OEM (onguent extrait
méthanolique), OHE (onguent huile essentielle) et OPP (onguent poudre de plante). La
vaseline a été choisie parce qu’elle dépourvu de vertus thérapeutique. Cicatryl-Bio (Pierre

Fabre, France) a eté utilise comme medicament de référence (CIC).
11.6.3.2. Test de I’irritation cutanée

Le test a été conduit en conformité aux directives de I'Organisation de Coopération
et de Développement Economiques (OCDE 404, 2002a). Le but de cette étude est d'évaluer

le potentiel d'irritation cutanée de 1’onguent 10% par voie topique.

Les lapins ont été rasés a l'aide d’un rasoir électrique sur le tronc et les zones latérales. Le
coté gauche a servi de site d'essai, tandis que les zones non traitées de la peau de I’animal
servant de témoin. Les différents onguents (OEM, OHE et OPP) ont été appliqués

topiquement a raison de 0.5 g.
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Les animaux traités ont été observés durant la premiére heure, ensuite 4h et 24 heures puis
une fois par jour pendant une période de 14 jours aprés l'application topique. Aux sites
d'application, la peau a été observée pour des signes d'érythéme, d'cedéme et de blessure
locale. L'irritation cutanée a été marqueée et enregistrée selon une échelle de valeurs décrite
dans I’OCDE 404 (2002) (Tableau 03).

Tableau 03 : Classement des réactions cutanées (érythéme, escarre et cedéme)
(OCDE 404, 2002a).

Formation d’érythéme et d’escarre

Pas d’érythéme

Erythéme trés Iéger (& peine perceptible)

Erythéme bien défini

Erythéme modéré a grave

Erythéme grave (rouge violacé) & formation d’escarre empéchant la cotation de
I’érythéme

A W NN - O

Formation d’eedéme

Pas d’cedéme

(Edéme trés léger (a peine perceptible)

(Edeéme léger (pourtour de la zone oedémateuse bien délimité par une enflure nette)
(Edéme modéré (enflure d’environ 1 mm)

(Edéme grave (enflure de plus de 1 mm s’étendant au-dela de 1’aire exposée)

A WO DN O

11.6.3.3. Potentiel cicatrisant de Teucrium polium L.

Le dos de chaque lapin a été rasé avec un rasoir électrique. Les animaux ont été
laissés dans leurs cages 24 heures pour vérifier I'absence d'irritation de la zone rasée
(Hwisa et al., 2013). Les animaux ont été répartis en 5 groupes de 4 lapins chacun comme
suit : le premier groupe non traité (NT), le deuxieme groupe a été traité avec Cicatryl-Bio,
médicament de référence (CIC), le troisiéme groupe avec OEM 10%, le quatrieme groupe
avec OHE 10%, le cinquieme avec OPP 10% et le sixieme groupe avec de la vaseline
(VAS).
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11.6.3.4. Induction des plaies d’excision, traitement et suivi de la cicatrisation

Les lapins ont été anesthésiés a l'aide d'une injection intrapéritonéale de kétamine
(90 mg/kg)-xylazine (10 mg/kg) (Mashreghi et al., 2013). Un cercle de 2,5 cm de diamétre

a été tracé sur la peau de la région lombaire qui a ensuite été excisée (Figure 20).

Figure 20 : Différentes étapes de I’excision de la peau.

Les plaies ont été immédiatement traitées aprés 1I’excision, les animaux placés dans
des cages individuelles. Les préparations (CIC, OEM 10%, OHE 10%, OPP 10% et VAS)
ont été appliquées par voie topique a raison de 0,5 g par lapin une fois par jour jusqu'a une

cicatrisation complete (Pipelzadeh et al., 2003).

Le poids corporel des lapins a été suivi chaque trois jour durant le traitement. Les
dimensions des plaies d'excision ont été mesurées tous les 4 jours pendant la période
d'essai, en tracant les plaies sur un papier transparent et en mesurant a travers le papier

millimétrique (Figure 21).

41



Matériel et Méthodes

Figure 21 : Tracage d’une plaie

Le pourcentage de I'évolution de la contraction de la plaie a été calculé a l'aide de la

formule suivante (Tamri et al., 2014):

Taille initiale — Taille d’une journée spécifique
% Contraction de plaie = x 100
Taille initiale

Les plaies ont été photographiées chaque 5 jour pour suivre la chronologie de la

cicatrisation.

11.6.3.5. Les coupes histologiques des organes

Apreés sacrifice des animaux, les organes des souris (foie, reins et ceeur) ainsi que les
tranches de tissus (peau cicatrisée avec 0.5 cm de peau saine) des lapins ont été prélevés
puis conservés dans du formol a 10% pendant 72 h. les coupes histologique sont préparées
au niveau de laboratoire privé d’histopathologie a M’Sila. Les échantillons ont éte
déshydratés en les faisant passer par trois bains successifs d'éthanol (70-75 ; 90-95 et
100°C) pendant 30 min chacun. Les échantillons sont ensuite éclaircis 2 fois dans un bain a
xyléne pendant 20 min pour étre inclus dans la paraffine a 2 reprises pendant 4 heures.
L'inclusion définitive est ensuite réalisée dans des moules métalliques contenant de la
paraffine fondue par chauffage a 60°C. Apres refroidissement, les blocs de paraffine
obtenus ont ensuite été coupés avec un microtome (Leica, Allemand). Les coupes de 5 pm
d'épaisseur obtenues sont étalées sur des lames et séchées pendant 1 heure a 37°C pour étre

réhydratées et colorées a I'hématoxyline-éosine (Marck, 2010).
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11.7. Analyses statistiques

Les résultats obtenus lors des différents tests sont présentés sous forme de moyenne
+ SD pour les tests in vitro et moyenne £ SEM pour les tests in vivo et les différences ont
été considérées significatives a p < 0.05. Les comparaisons des résultats des contréles et
ceux des différents essais ont été fait par le test de Tukey pour les comparaisons multiples
en utilisant le logiciel Graph Pad. Prism (version 7.00). Le test ANOVA univariée a été
appliqué sur les résultats de I’activité cicatrisante et la signification intergroupe a été

analysée a l'aide du test de Dunett.
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Résultats et discussion

1. RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Analyses phytochimiques des extraits

111.1.1. Rendement de I’extraction

La préparation de I’extrait méthanolique (EM) a partir de la partie aérienne de
T. polium L. a été effectuée grace au Soxhlet en utilisant le méthanol comme solvant

d’extraction.

Cette extraction a donné un rendement de 17.5% en matiere séche. Le résultat obtenu est
supérieur a celui obtenu par Sharififar et al., (2009) et Gandhare et al., (2013) ou le
rendement variait de 14.9% et 8.8% en matiere seche respectivement. Malki et Yahia, (2014)
ont obtenu un rendement de 47.76% aprés extraction éthanolique de la partie aérienne de T.

polium de la région de Biskra. Ce rendement d’extraction est nettement supérieur au notre.

Le rendement d’extraction dépend généralement de la méthode d’extraction (le choix du
solvant extracteur) et des conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (a chaud ou a
froid) (Jerkovic¢ et al., 2012).

L’huile essentielle (HE) a été obtenue grace a I’hydrodistillation. Le rendement
d’extraction calculé en fonction de la matiére végétale seche de la partie aérienne était de
0.42% (P/P). Ce résultat parait plus faible que celui obtenu par Kabouche et al., (2007), pour
la méme plante de la région de Constantine (Est Algérien) ayant donné un rendement del.7%
(P/P). D’autre part, Lograda et al., (2014) ainsi que Bendjabeur et al., (2018) ont obtenus des
rendements de 0.37% et 0.27% respectivement a partir des plantes récoltées au niveau de la
région de Sétif et de Bouira. La méme plante, récoltée en Jordanie a donné un rendement
d’extraction de 0.8% (P/P) (Aburjai et Hudaib, 2006).

Les variations des rendements des huiles essentielles peuvent étre liées a I’origine

géographique de la plante (Saeidi et al., 2018).
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111.1.2. Dosage des polyphenols totaux

La détermination de la quantité des composés phénoliques a été réalisee selon la
méthode de Folin-Ciocalteau. Les teneurs en polyphénols sont exprimées en mg EAG/g
d’extrait sec en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de

I’acide gallique (Figure 22).

y=0,0123x + 0,0094
1,0 R2=0,999

0,84

Absorbance
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

La quantité en phénols totaux de I’EM de T. polium L. obtenue était de 86.63 = 0.03
mg EAG/g ES.

En Algérie, Djeridane et al., (2006) ont rapporté une teneur totale en composés
phénoliques dans I'extrait hydro-éthanolique de la méme plante de 4.92 + 0.21 (mg EAG /g
de plante seche). Cette teneur est trés faible en comparaison avec nos résultats. Selon Aouadhi
et al., (2013), la teneur totale en composes phénoliques dans I'extrait méthanolique de T.
polium de la Tunisie était de 34.7 £ 0.01 mg d'acide gallique par ml d’extrait. Bakari et al.,
(2015) ont signalé une valeur de 48.88 £ 0.01 mg de EAG / g d’extrait d’une plante aussi
récolté de la Tunisie. ElI Atki et al., (2019) ont trouvé une quantité de phénols totaux de

109.26 mg de EAG / g ES d’une plante récolté¢ du Maroc.
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Les teneurs en composés phénoliques peuvent étre influencées par le type de solvant

d’extraction. En effet, I’extrait méthanolique est plus riche en polyphénols que I’extrait hydro
éthanolique (Djeridane et al., 2006).
Cette différence est aussi due a I’origine de la plante et les conditions climatiques qui
stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les polyphénols (Cheynier et al.,
2013). La distribution des métabolites secondaires peut varier pendant le développement de la
plante. Ceci peut étre lié aux facteurs genétiques, la qualité du sol et les conditions
climatiques (la température, 1’exposition solaire, la sécheresse et la salinité) (Falleh et al.,
2008).

111.1.3. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été quantifiée par le dosage direct grace au trichlorure
d'aluminium en utilisant la quercétine comme standard (Figure 23). Elle est exprimée en mg

EQ/g d’extrait sec.
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Les résultats de ce dosage ont montré que 1’extrait méthanolique de la partie aérienne

de la plante renferme des teneurs intéressantes en flavonoides de 24.43 + 0.01 mg EQ/g ES.
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Selon les données de la littérature, nous notons que la teneur en flavonoides totaux varie pour
la méme plante en fonction du solvant d’extraction et de la région de provenance. Dans ce
contexte, Djeridane et al., (2006) ont rapporté que la teneur totale en flavonoides est de 4.63 +
0.10 mg équivalent ritine /g plante séche de T. polium. De méme ; Aouadhi et al., (2013) ont
constaté que la teneur totale en flavonoides de I’extrait méthanolique d’une T. polium
tunisienne est de 2.67 + 0.05 mg equivalents Ritine / ml d’extrait. Ces teneurs restent faibles
en comparaison avec nos résultats. Bakari et al., (2015) ont la méme valeur d’une plante aussi
de la Tunisie (2.75 £ 0.01 mg EQ / g d’extrait). D’autre part, E1 Atki et al., (2019) ont trouvé

une valeur de flavonoide 102.99 mg équivalent ritine / g ES de Teucrium issue du Maroc.
111.1.4. Analyse de ’EM par HPLC-UV-MS

L'utilisation combinée de la chromatographie en phase liquide (HPLC) couplé avec

I'UV-vis, et le détecteur a barrettes diode, ainsi que la spectrométrie de masse (MS), et
I’ionisation a pulvérisation électronique (ESI) est a ce jour un outil puissant qui permet
l'acquisition d’importantes données analytiques, a savoir les spectres UV-Vis et les masse pour
obtenir des indications fondamentales sur la nature chimique des composants phénoliques de
I’extrait de la plante étudiée (Figure 24).
Le chromatogramme obtenu a révélé la présence de plusieurs pics correspondant aux
flavonoides et aux dérivés d'acide caféique. Plusieurs composés ont été identifiés a partir de
leurs données UV et MS, et par comparaison chromatographique avec des échantillons de
référence commerciaux (composés 7 et 8). D'autres composés ont été identifiés par analyse
RMN H! et 2D aprés isolement. Le tableau 04 regroupe les polyphénoles identifiés dans I'EM
de la plante.
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Figure 24: Chromatogrammes HPLC-UV-MS de I’extrait méthanolique de

Teucrium polium L.
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Tableau 04 : La composition chimique de PEM de T. polium L.

Pics Rt (min) Nom de composé

1 111 Poliumoside

2 11.6 Acteoside

3 11.9 Hyperoside

4 11.9 Isoquercitrine

5 11.9 Lutéoline 7-O-p-D-glucopyranoside

6 11.9 Lutéoline 7-O- (5-O-syringoyl-p-D-
apiofuranosyl) - (1»2) -p-D-
glucopyranoside

7 12.7 Diosmine

8 16.8 lutéoline

9 19.1 Cirsiliol,

10 21.4 Cirsimaritine

11 21.8 Cirsilineol

12 21.8 Eupatorin

13 24.6 5-desmethylsinensetin

14 26 Salvigenin
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Tous les composés identifies ont éteé précédemment signalés dans plusieurs travaux
scientiques, c’est le cas du poliumoside (De Marino et al., 2012; Oganesyan et al., 1991),
acteoside (Elmasri et al., 2015), hyperoside (Rudakova et al., 2014), isoquercitrin (Shammas
et Verykokidou-Vitsaropoulou, 1987), luteolin 7-O-glucoside (D'Abrosca et al., 2013; De
Marino et al, 2012), Iluteolin 7-O-B-D-(5-O-syringyl) apiofuranosyl-(1—2)-p-D-
glucopyranoside (D'Abrosca et al., 2013), diosmin (Al Bahtiti, 2012), luteolin (D'Abrosca et
al., 2013; Elmasri et al., 2015), cirsiliol (Elmasri et al., 2015; Stefkov et al., 2011,
Verykokidou-Vitsaropoulou et Vajias, 1986), cirsimaritine (Elmasri et al., 2015; Stefkov et
al., 2011; Verykokidou-Vitsaropoulou et Vajias, 1986), cirsilineol (Stefkov et al., 2011),
eupatorin (Verykokidou-Vitsaropoulou et Vajias, 1986), 5-desmethylsinensetin (Alwahsh et
al., 2015; Harborne et al., 1986; Kisiel et al., 2001; Topcu et al., 1996) et salvigenin (Elmasri
et al., 2014). Exception faite pour le composé correspondant au pic 13. Ce dernier composé a
été précédemment décrit dans d'autres espéces du genre Teucrium. A notre connaissance, cette

étude représente le premier rapport d'un profil polyphénolique détaillé de T. polium L.

La Figure 25 regroupe la structure des composés phénoliques identifiés dans I’EM de T.

polium L.
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R1:H, R2=Ga|, R3=H

R1:H, R2:G|C, R3:H

R1:G|C, RZZH, R3:H

R, = 0-L-Rhamnopyranosyl-(1—6)-B-D-glucopyranose, R, = H, R3 = CHs
R1:H, RZZH, R3:H

9:R, = OH, R, = OH
10:Ry = OH, R, = H

11: R, = OH, R, = OCH,
12: R]_ = OCH3, R2 =0OH
13: R1 = OCH3, RZ = OCH3
14: Ry = OCHy, Ry = H

Figure 25: Structure des composés phénoliques identifiés dans ’EM de

Teucrium polium L.
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111.1.5. Analyse de ’HE par GC-FID-MS

La composition chimique de I’huile essentielle de Teucrium polium L. a été
déterminée par une combinaison d'analyses GC-FID et GC-MS. Le Tableau 05 regroupe les
83 composants identifiés dans I'HE. Ces molécules ont été subdivisees en quatre classes : les
monoterpénes hydrocarbones (MH), les monoterpénes oxygénes (MO), les sesquiterpénes (S)
et autres (A), correspondant a la classe des composants non terpénoides.

Les principaux composants identifiés dans I'HE sont dans cet ordre : B-pinéne (33%),
germacréne D (17%), a-pinene (10%), myrcene (8%), limonéne (7%), bicyclogermacréne
(3%), trans-pB-guaiene (1,7%), spathunelol (1,6%) et B-bourbonene (1,3%). Tous les autres
composés comprenant également tous les monoterpénes oxygénes et les autres classes sont

inférieurs a 1%.
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Tableau 05: Composition chimique de I’huile essentielle de Teucrium polium L.

# RI° RI° Classe / Composés % SD

Monoterpénes Hydrocarbonés (12) 59.692 0.003
3 930 931 o-Thujene 0.067 0.000
4 939 941 o-Pinene 9.744 0.004
5 954 954 Camphene 0.250 0.000
6 960 959 Thuja-2.4(10)-diene 0.085 0.000
7 979 987 B-Pinene 32.794 0.016
8 990 996 Myrcene 7.844  0.005
9 1017 1020 o-Terpinene 0.039 0.000
10 1026 1028 o-Cimene 0.071  0.000
11 1029 1036 Limonene 7.260 0.005
12 1037 1041 B-Z-Ocimene 0.217 0.000
14 1050 1052 B-Z-Ocimene 1.081 0.001
18 1088 1091 Terpinolene 0.239  0.005

Monoterpénes Oxygenés (30) 6.091 0.007
16 1072 1078 cis-Linalool oxide 0.021 0.001
17 1082 1088 Camphenilone 0.027 0.001
19 1096 1101 Linalool 0.237 0.005
20 1105 1105 a-Fenchocamphorone 0.107 0.006
22 1116 1113 endo-Fenchol 0.064 0.001
23 1126 1127 o-Campholenal 0.046 0.000
24 1140 1142 Nopinone 0.263 0.001
25 1139 1145 trans-Pinocarveol 0.821 0.006
26 1142 1148 trans-Sabinol 0.057 0.006
27 1143 1151 cis-Sabinol 0.294 0.000
28 1158 1162 Nerol oxide 0.030 0.000
29 1164 1167 Pinocarvone 0.609 0.001
30 1169 1172 Borneol 0.185 0.000
31 1177 1182 Terpinen-4-ol 0.079 0.020
32 1188 1189 o-Terpineol 0.027 0.000
33 1195 1199 Myrtenal 0.848 0.013
34 1195 1201 Myrtenol 0.647 0.016
36 1205 1214 Verbenone 0.073  0.000
37 1216 1224 trans-Carveol 0.118 0.001
38 1229 1233 Nerol 0.207 0.000
39 1241 1245 Cumin aldehyde 0.070 0.001
40 1243 1248 Carvone 0.132  0.000
41 1267 1275 Geranial 0.024 0.001
42 1271 1279 Perilla aldehyde 0.102 0.001
43 1285 1289 Bornyl acetate 0.265 0.000
44 1290 1296 Thymol 0.427 0.068
45 1298 1303 trans-Pinocarvyl acetate 0.093 0.000
47 1326 1330 Myrtenyl acetate 0.031 0.000
51 1361 1368 Neryl acetate 0.082 0.000
52 1381 1383 Geranyl acetate 0.105 0.047

Sesquiterpénes (28) 30.072 0.170
49 1338 1343 §-Elemene 0.098 0.001
53 1388 1392 pB-Bourbonene 1.305 0.004
54 1390 1397 B-Elemene 0.105 0.004
56 1420 1426 B-Ylangene 0.271 0.000
57 1430 1442 B-Copaene 0.029 0.000
58 1436 1452 Neryl acetone 0.116 0.000
59 1454 1457 a-Humulene 0.081 0.001
60 1466 1469 allo-Aromadendrane 0.460 0.000
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61 1479 1475 y-Muurolene 0.062 0.000
62 1481 1496 Germacrene D 16.585 0.016
63 1489 1498 B-Selinene 0.454 0.081
64 1500 1507 Bicyclogermacrene 3.172 2.205
65 1502 1513 trans-B-Guaiene 1.700 2.157
66 1502 1517 y-Patchoulene 0.264 0.063
67 1513 1521 y-Cadinene 0.285 0.014
68 1523 1528 3-Cadinene 0.528 0.177
69 1538 1540 a-Cadinene 0.070 0.000
70 1561 1566 Germacrene B 0.159 0.008
71 1575 1568 Germacrene D-4-ol 0.150 0.005
72 1578 1588 Spathulenol 1592 0.006
74 1592 1609 Viridiflorol 0.058 0.004
76 1640 1631 epi-a-Cadinol 0.109 0.005
77 1642 1651 epi-a-Muurolol 0.432 0.001
78 1654 1665 a-Cadinol 0.634 0.001
79 1676 1684 Cadalene 0.045 0.004
80 1688 1697 Eudesma-4(15)7-dien-1B-ol 0.244 0.001
81 1700 1704 Eudesm-7(11)7-en-4-ol 0.643 0.001
82 1849 Perhydro farnesyl acetone® 0.420 0.001

Autres (13) 0.653 0.001
1 855 855 2E-Hexenal 0.078 0.000
2 902 923 Heptanal 0.043 0.004
13 1042 1048 Benzene acetaldehyde 0.022 0.000
15 1055 1063 Pentyl iso butanoate 0.061 0.003
21 1112 1110 1-Octen-3-yl acetate 0.027 0.000
35 1201 1207 Decanal 0.025 0.000
46 1317 1319 3E-Hexenyl tiglate 0.047 0.000
48 1332 1333 Hexyl tiglate 0.022  0.000
50 1359 1363 Eugenol 0.084 0.000
55 1400 1410 Tetradecane 0.040 0.000
73 1600 1604 Hexadecane 0.060 0.002
75 1612 1620 Tetradecanal 0.127 0.004
83 1900 1866 Nonadecane 0.018 0.000

@ La numérotation se référe a I'ordre d'élution, et les valeurs (aire de pic relative% + SD) représentent les moyennes de 3 répétitions (t = trace,
<0,05%); ° Indice de conservation de la documentation (RI); ¢ Indice de rétention (RI) par rapport au mélange standard de n-alcanes sur
colonne SPB-5; ¢ Identifié provisoirement par les données MS uniquement.

Ce profil est plus ou moins similaire a ceux précédemment rapportés dans la
littérature (Bendjabeur et al., 2018 ; Bendif et al., 2018 ; Kerbouche et al., 2015 ; Mahmoudi
et al., 2013 ; Kabouche et al., 2007), mais trés différent des autres études rapportant la
prépondérance des sesquiterpenes dans la caractérisation chimique des huiles essentielles
issus d'autres régions (Jordanie, France, Algérie, Serbie , les Balkans et I'lran) (Ebadollahi et
al., 2020). Sur la base d'une étude de la littérature, de nombreux autres composés ont
également été identifiés dans I'huile essentielle de T.polium, notamment le é-cadinéne et 1'a-
cadinol (Al-Sarar et al., 2020), l'undécane, le dodécane, le tridécane, le lycoperséne
(Ebadollahi et al., 2020), l'a-pinéne, le verbénol, 1'a- terpinéol (Nikpour et al., 2018),
spathulénol et épizonaréne (Sadrizadeh et al., 2018), germacréne D, ociméne, B-pinéne

(Fertout-Mouri et al., 2018), limonéne et camphre (Maizi et al., 2019).
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La différence dans la qualité ou la quantité de la composition des huiles volatiles peut étre due
a des différences génétiques, aux conditions de séchage, au mode de distillation et/ou
d'extraction et & des facteurs géographiques ou climatiques (Mahmoudi et Nosratpour, 2013 ;
Nikpour et al., 2018).

I11.2. Evaluation toxicologique et biologiques (in vivo et in vitro) des extraits de

T. polium L.

111.2.1. Etude toxicologique

111.2.1.1. Test de toxicité orale aigué

La toxicité aigué systémique se définit par des effets toxiques qui apparaissent a la
suite d’une exposition a dose unique de I’extrait de la plante. L’OCDE recommande
d’administrer plusieurs doses qui permettent d’obtenir un pourcentage de mortalité des
animaux allant de 0 a 100% (OCDE 423, 2002b). Les doses doivent étre comprise entre 5 et
5000 mg/kg pc pour permettre de situer les substances testées sur une échelle comparative de
toxicité des substances chimiques de Hodge et Sterner en 1949 (Frank et al., 1992).

Lors de cette eétude, 3 groupes de 3 souris femelles chacun, ont regu par gavage une
dose unique de I’extrait méthanolique de 1000, 2000 et 5000 mg/kg pc respectivement.

L’observation des effets toxiques a duré 14 jours.
111.2.1.1.1. Observations des animaux

Aucune mortalité n’a été enregistrée chez les souris des lots traités durant les 14 jours
de I’expérimentation. Aucun signe spécifique, symptdéme respiratoire, nerveux, cutané ou
gastro-intestinal n’a ét¢ mentionné avec les doses testées y compris la dose la plus élevée
5000 mg/Kg pc.

En se référant a I'échelle de toxicité de Hodge et Sterner (1949) pour les souris et les
rats, I'extrait de T. polium L. est classé comme substance «non toxique» (DLso> 5000 mg/kg
pc) (Lu, 1992), car aucune souris du lot recevant I’extrait a une dose de 5000 mg/kg pc n’est

morte. Ceci confirme I’innocuité de la forme traditionnelle d'utilisation de la plante.
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111.2.1.1.2. Evolution pondérale

La variation du poids corporel des souris a été notée tous les 5 jours afin de suivre
I’évolution pondérale des animaux traités et témoins, et de vérifier I’effet de I’extrait sur la
consommation en eau et nourriture (Annexe 3). Au Jo, les différents lots de souris femelles ont
des moyennes de poids relativement homogenes. Durant les 14 jours de 1’expérimentation,
I’évolution du poids semble étre normale, témoignant 1’insensibilité de I’animal a I’extrait. Le
traitement des souris par ’extrait n’a provoqué aucune variation significative du poids

corporel par rapport aux témoins durant toute la période d’essai (Tableau 06).

Tableau 06: Evaluation pondérale des souris traités et témoin.

Jours Traitements mg/kg pc
Témoin 1000 2000 5000
0 33.0+0.00 33.0+0.00 33.0+0.00 38.0+0.00
5 32.0+0.00 33.55+1.27 32.67 £2.02 38.10£1.30
10 32.67 £0.58 34.18 £ 0.22 32.93+1.81 39.37 £1.55
15 31.67 £0.76 33.0+0.28 33.17+1.81 39.0+1.00

Chaque valeur représente la moyenne £ SEM (n=3)

111.2.1.1.3. Masse relative des organes

L examen macroscopique des différents organes prélevés (foie, reins et coeur) apres le
sacrifice, a montré que ces derniers avaient des tailles et des formes normales.

Les résultats obtenus concernant la masse relative des organes sont indiqués dans le
Tableau 07. Les valeurs de la masse relative du foie et des reins ont montré une augmentation
significative a la dose 5000 mg/kg pc par rapport aux organes du lot témoin. Le poids relatif
du ceeur ne présente aucune différence significative chez les groupes traités comparés au
groupe témoin. Une hypertrophie d’un organe peut signifier le début d’un dysfonctionnement

mais c’est généralement un signe vulnérable de la toxicité (Raza et al., 2002).
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Tableau 07: Variation des valeurs de la masse relative des organes des souris.

Organes Doses (mg/kg pc)

Témoin 1000 2000 5000
Foie 1.63 +0.05 1.71+£0.22 1.80 £0.09 2.03+0.23*
Reins 0.37+0.01 0.35+0.01 0.38+£0.03 0.45+0.06 *
Cceeur 0.27 £ 0.05 0.20 £0.03 0.21+£0.03 0.19+0.01

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=3), * p < 0.05 lorsque le poids des organes des lots
traités est comparé au poids des organes du lot témoin.
111.2.1.1.4. Parametres biochimiques sériques apres sacrifice

Afin de s’assurer I’absence de toxicité de 1’extrait méthanolique sur les différents
organes, les paramétres biochimiques ont été dosés chez les souris des différents lots traités et

témoin apres sacrifice. Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 08.

Tableau 08 : Variation des parametres biochimiques apres sacrifice des souris.

Parameétres Doses (mg/kg pc)
Témoin 1000 2000 5000

ALT (UI/L) 11.00 £ 0.61 16.00 + 1.00 15.66 = 2.55 14.67 £ 1.02
AST (UI/L) 54.67 £ 3.57 42.83£3.51 53.20+£2.94 49.00 £ 11.29
PAL (UI/L) 40.66 + 3.97 39.16 + 3.83 43.16 £ 8.77 40.00 £ 2.31
Prot Tot (g/dL) 60.00 + 1.61 7050 +3.43  72.00+1.53 70.60 + 2.50
AU (mg/dL) 41.90+4.49 42.32 + 3.83 51.89+7.63 2598 £0.74
Urée (mg/L) 0.88 £ 0.02 0.91+0.01 0.92 £0.00 0.93+0.01
Créa (mg/L) 4.09+0.15 5.43 + 0.36 4,29 +£0.47 4.05+0.15

Chaque valeur représente la moyenne £ SEM (n=3)

111.1.1.4.1.Marqueurs de la fonction hépatique

Le foie est la premiére cible de toutes substances susceptibles d’avoir une toxicité. |l
métabolise les substances étrangeres a des composés qui peuvent étre hépatotoxique
(Rhiouani et al., 2008). Certaines enzymes hépatiques sont des indicateurs de la fonction
hépatique a savoir, I’alanine aminotransférase (ALT), I’aspartate aminotransférase (AST) et la

phosphatase alcaline (PAL).
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L’analyse des transaminases et la phosphatase alcaline des souris (tableau 08) montre
que I’extrait n’affecte pas ces parameétres hépatiques. Cet extrait n’a probablement aucun effet

hépatotoxique sur les souris.

De méme, I’administration de 1’extrait n’entraine aucune variation significative des

teneurs sérique en protéines totales chez les souris par rapport au lot témoin sain.

111.1.1.4.2. Marqueurs de la fonction rénale

Au cours du processus de filtration, les reins peuvent étre exposes a des concentrations
élevées de substances toxiques d’origine endogéne ou exogene (Dasari et al., 2017).
L’évaluation de la fonction rénale repose essentiellement sur le dosage de 1’urée et de la
créatinine, qui sont considérés comme d’excellents marqueurs de la fonction rénale (Sirwal et
al., 2004).

Selon les résultats obtenus, I’extrait de la plante a différentes doses, n’a induit aucun
changement significatif de la concentration plasmique de 1’urée, acide urique et de la
créatinine chez les souris traitées comparativement au groupe témoin. Selon les résultats

obtenus, I’extrait ne posséde aucune néphrotoxicité.

111.2.1.1.5. Examen histopathologique

L’étude histopathologique constitue une étape trés importante dans I’étude de la
toxicite. Le foie, le rein et le ceeur, constituent les organes cibles lors d’une telle étude. Les
coupes histologiques des organes des souris traitées ont été comparées a celles des souris

témoins sains. Les résultats de I’examen histolopathologique sont indiqués dans la Figure 26.
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Foie

Rein

Coeur

Témoin 1000 2000 5000

1: Veine centrale ; 2 : Sinusoide hépatique ; 3 : Glomérule ; 4 : Fibre myocardique ; 5 : Dilatation de la veine
porte ; 6 : Tubulaire

Figure 26: Coupes histologiques des différents organes (foie, rein et ceeur) des souris
traitées a différentes doses (GX10).

L’observation des coupes histologiques du foie, reins et coeur des souries traitées par
rapport aux témoins a permis de constater la conservation de 1’architecture cellulaire
(lobulaire et tubulaire) de ces organes. Le traitement des souris par différentes doses de
I'extrait méthanolique de T. polium L. n'a induit aucun signe de toxicité et les observations ont
révélé un rein normal et un lobule hépatique typiques pour toutes les souris traitées. Une
Iégere dilatation de la veine porte a été observée aux doses de 2000 et 5000 mg/kg pc. Si les

raisons de cette particularité histologique ne sont pas claires, cela ne doit pas étre considéré
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comme un signe de toxicité en l'absence de toute autre anomalie surtout au niveau des
paramétres biochimiques. Des observations similaires ont été rapportées dans I'étude de
Meguellati et al., (2019). Il est important de mentionner que des effets hépatotoxiques et
néphrotoxiques de T. polium L. ont été mis en évidence dans de nombreuses études
expérimentales ou la vacuolisation, la destruction et la dégénérescence du foie et des reins
étaient les événements les plus fréquemment décrits (Aktlrk Esen et al., 2019; Rafieian-
Kopaei et Baradaran, 2013). L'absence de toxicité observée dans notre étude peut s'expliquer
par la durée d'administration relativement courte. En effet, les effets toxiques de T.polium L.
ont été liés a la dose et a la durée d'utilisation (Bachtarzi et al., 2016; Dag et al., 2014).
D'aprés nos données, un traitement & court terme avec un extrait de T. polium L. semble étre

non toxique.

111.2.2. Etude in vitro de I’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant peut étre évalué in vivo ou in vitro en appliquant des méthodes
qui mesurent la capacité antioxydante d’une molécule ou d’un extrait naturel. Les résultats
d’une seule méthode ne donnent que des suggestions réduites sur les propriétés antioxydantes
des extraits. La combinaison de plusieurs techniques complémentaires, associant des
mécanismes différents est nécessaire pour une évaluation efficace et complete du potentiel
antioxydant chez la plante. Quatre tests ont été choisis pour mesurer le pouvoir antioxydant
des extraits (EM et HE) de la plante.

111.2.2.1. Capacité Antioxydante Totale (TAC)

L’activité antiradicalaire des extraits EM et HE est exprimée en 1Cso. Les résultats sont
présentés dans le Tableau 09.

Tableau 09 : Résultat du test TAC des extraits de T. polium L.

Extraits/Standard ICso (ug EAA/mMg ES)
EM 253.19 £ 2.10***

HE 508.91 £ 7.56*

AA 417.99 +1.32

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3). "p < 0.05;
“p < 0.001 lorsque les ICsp des extraits sont comparés avec le standard.
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L’EM est doté d’un puissant pouvoir antioxydant, deux fois plus important que I’acide
ascorbique, antioxydant de référence (ICso EM : 253.19 + 2.10 pg EAA/mg ES et ICs0 A.A -
417.99 + 1.32 pg EAA/mg ES).

L’HE a présenté une capacité antioxydante totale inferieur a celle de I’A.A avec une
ICso supérieur de 508.91 + 7.56 pg EAA/mg ES.

La capacité antioxydante totale de I’extrait aqueux de T. polium récolté au Maroc est
supérieur a celle trouvé lors de notre étude avec une 1Cso 153,89 mg E Vit C / g de poids sec
(El Atki et al., 2019).

111.2.2.2. Effet piégeur de radical DPPH’

Le test DPPH est I'un des tests les plus utilis¢ a cause de sa simplicité et sa
reproductibilité (EI Atki et al., 2019). Une faible valeur d’ICso indique une forte activité

antioxydante (Baali et al., 2019). Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 10.

Tableau 10: Résultat de test DPPH des extraits de T. polium L.

Extraits/Standard I1Cso0 (ng/ml)
EM 23.52 +0.06™
HE 5530 + 0.1
BHT 146 £0.71

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3), ™p <0.01,
“™p <0.001 lorsque les ICso des extraits sont comparés avec le standard.

L’HE a présenté une capacité tres faible par rapport au BHT (5530 £ 0.1 pg/ml, et
14.6 £ 0.71 pg/ml respectivement).

L’ICso de I’extrait méthanolique est trés significativement (p < 0.01) supérieur a celle
de BHT (23.52 + 0.06 pg/ml et 14.6 =+ 0.71 pg/ml respectivement). Cela indique la faible
activité antioxydante de I’EM a piégé le radical libre DPPH.

Nos resultats sont en accords avec plusieurs éetudes ayant prouvées I’importante
activite antiradicalaire de la plante avec des ICso qui varient de 20.0 a 23.6 pg/ml (Sharififar et
al., 2009, Aouadhi et al., 2013, Dridi et al., 2016).
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Concernant I’HE, les travaux de Maizi et al., (2019) ont montré une 1Cso égale a 16000
+ 0.15 pg/ml de huile essentielle issu de la région de Mascara, ce qui est supérieur par rapport

a nos résultats.

111.2.2.3. Test de blanchissement du B-carotene

La cinétique de blanchissement du (-carotene en absence et en présence de I’EM, de
I’HE et du BHT a été suivie régulierement pendant 48 heures. L activité antioxydante relative
(AA) des extraits a eté déterminée. Le Tableau 11 regroupe les résultats obtenus.

Tableau 11: Résultat de test de blanchissement du B-caroténe des extraits

de T. polium L.
Extraits/Standard 1Cs0 %
EM 81.95+2.42
HE 53.52 + 1.48"
BHT 89.10 + 0.55

Chague valeur représente la moyenne + SD (n=3). "p < 0.05
lorsque les extraits sont comparés avec le standard

L’HE posséde un faible potentiel antioxydant avec un pourcentage d’inhibition du B-
caroténe de 53.52 + 1.48 % ce qui est significativement (p < 0.05) inferieur au pourcentage
d’inhibition du standard BHT (89.10 £ 0.55 %) & la concentration de 2 mg/ml.

Nos résultats montrent que I’EM inhibe de maniere similaire 1’oxydation couplé de
I’acide linoléique et B-caroténe avec une ICsq81.95 + 2.42 % par rapport au BHT.

Peu de travaux se sont intéressés a l’inhibition du B-carotene avec la germandrée.
Selon Ozer et al., (2017), ’infusion de Teucrium polium a donné un pourcentage de 71,5 %.
D’autre part, Panovska et al., (2005) ont trouvé un pourcentage d’inhibition du pB-caroténe de
43% de I’extrait butanolique de Teucrium polium récolté de Macedonia.

L’huile essentielle d’une plante issue d’Iran inhibe 1’oxydation de p-carotene de
maniere proche a notre plante, elle présente un pourcentage de 61% (Mahmoudi et
Nosratpour, 2013).
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111.2.2.4. Pouvoir réducteur (FRAP)

La capacité a réduire le fer est variable entre les deux extraits de la plante. Le Tableau
12 regroupe les résultats obtenus.

Tableau 12: Résultat de test de pouvoir réducteur des extraits de T.polium L.

Extraits/Standard I1Cs0 pg/ml
EM 64.5 +0.69""
HE 20.99 +1.82
AA 13.58 £ 0.22

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).""p < 0.001
lorsque les ICsp des extraits sont comparés avec le standard.

En effet, elle est significativement faible (p<0.001) avec I’EM en comparaison avec
I’acide ascorbique (64.5+0.69 pg/ml et 13.58 + 0.22 pg/ml respectivement).

Au contraire, I’HE présente une concentration de réduction non comparable avec celle
du standard, acide ascorbique (20.99£1.82 pg/ml et 13.58 £ 0.22 pg/ml respectivement).

Les résultats obtenus, sont différents et ne concordent pas avec ceux obtenus par Dridi
et al., (2016) et Malki et al., (2015) ayant trouvé des concentrations de 31.43 £ 3.45 mg/ml et
31.58 + 7.37 mg/ml respectivement. El Atki et al., (2019) ont trouvé un résultat nettement
supérieur au notre (280 + 0.14 pg/ml).

En géneéral, L’activit¢ anti-radicalaire des extraits est dépendante de la teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides (Bahramikia, 2012, Naczk et Shahidi, 2004). I’effet
antioxydant n’est pas seulement dose-dépendant mais également structure-dépendant
(Rodriguez-Bernaldo et al., 2015).

Des recherches antérieures ont révélé que l'activité antioxydante des huiles essentielles
peut étre attribuée aux interactions synergiques des composés insaturés tels que le limonéne et
l'a-pinéne (Zengin et Baysal, 2014). La faible concentration de ces composants dans I’huile de
Teucrium polium L. peut expliquer le faible pouvoir antioxydant de notre huile (Warsito et al.,
2018).
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111.2.3. Evaluation de ’activité cicatrisante

111.2.3.1. Irritation cutanée aigué

La toxicité cutanée aigué correspond aux effets néfastes survenant apreés l'application
d'une substance a une dose unique dans une courte période (OCDE 404, 2002a). L'évaluation
de la toxicité cutanée est tres importante et concerne tout produit destiné a étre appliquer sur
la peau (Vinardell et Mitjans, 2008).

Durant toute la période de I’expérimentation (14 jours), aucun signe de toxicité ou de
mortalité n’a été observé sur les lapins traités par les différents onguents, a savoir OEM 10%,
OHE 10% et OPP 10%. Aucun changement dans le comportement des animaux, perte de
poils, irritation cutanée, érythéme, escarre, cedéme ou toute autre réaction sur la peau n’a pas

été enregistrée (Figure 27).

Figure 27: Test d’irritation cutanée chez le lapin.

111.2.3.2. Evolution du poids corporel

Les animaux ont été pesés le jour de 1’excision cutanée (Jo), la mesure du poids est
suivie régulierement chaque trois jour tout au long de I’expérimentation. Les resultats de la

variation du poids sont groupés dans le Tableau 13.
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Tableau 13 : Effet des différents onguents sur le poids corporel des lapins.

Poids corporel (kg)

Groupes Nombre de jours
0 3 6 9 12 15
NT 2.04 £0.09 1.93+0.09 2.10+£0.17 2.11+£0.11 2.12+0.10 2.16 £0.10
CIC 1.95+0.10 1.86+0.12 1.90+0.14 1.93+0.16 2.11+0.12 2.12+0.20
OPP 10% 2.09+£0.10 2.11+£0.11 2.24£0.12 2.28+0.11 2.31+0.12 2.32+0.13
OEM 10% 2.09+0.15 2.05+0.25 2.15+£0.21 2.35+£0.19 2.47 £0.22 2.55+0.19
OHE 10% 2.02+0.25 1.92 +0.27 2.05+0.23 2.2+0.29 2.47 £0.32 2.92 £0.15
VAS 2.10+0.08 1.98+0.23 2.12£0.06 2.14 £ 0.06 2.17+£0.05 2.18 £ 0.07

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n = 4).

Apreés I’excision de la peau (J3), un déficit pondéral non significatif a été enregistré chez

la plupart des animaux. La diminution du poids corporel est indépendante de la nature du

traitement, elle est probablement liée a I’effet direct du traumatisme 1ésionnaire ainsi qu’aux

facteurs physiopathologique du processus de cicatrisation telle que la synthése du collagéne

(Djerrou, 2011). Un gain de poids corporel normal a été observé dans les groupes y compris le

groupe non traité, suggérant une insensibilité de 1’animal a 1’onguent appliqué.

111.2.3.3. Evolution du processus cicatriciel des plaies

Au cours de la période de cicatrisation, et selon un intervalle du temps précis, les plaies

ont été régulierement mesurées et photographiés. L’évolution de la surface de chaque plaie

d’excision est réalisée sur les animaux traités et non traités. Les résultats obtenus sont

indiqués dans le Tableau 14.

Tableau 14: Effet de différents traitements sur I’évolution du processus cicatriciel

des plaies d'excision chez les lapins.

Contraction des plaies (cm)

Groupes Nombre de jours
0 4 8 12 16

NT 3.05+£0.12 2.67 £0.07 2.32+£0.21 2.27 £0.50 1.75+0.48
CiC 3.12+£0.14 2.50+0.23 2.20+£0.28 1.30 £ 0.24** 0.46 + 0.02***
OPP 10% 3.07+£0.25 2.37+£0.13 2.27+£0.26 115+ 0.22** 0.60 = 0.29***
OEM 10% 2.75+0.11 2.32£0.08 1.70 £ 0.16** 0.50 + 0.14*** 0.22 £ 0.09***
OHE 10% 3.37£0.25 3.18£0.23 2.56 £0.12 1.25+£0.28 ** 0.35+£0.17 ***
VAS 3.35+0.08 2.75+0.12 2.45+0.21 2.25+0.15 1.10 + 0.14%**

Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM (n=4), *p < 0.05), ™p < 0.01, ™ p < 0.001 lorsque les

groupes traités sont comparés au groupe NT.
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Aucune différence significative de la surface des plaies en cm n’est observée durant
les quatre premiers jours qui suivent I’excision de la peau. A partir du 8™ jour, une
contraction de la surface des plaies est observée. Elle s’accélére jusqu’au 16°™ jour. La
surface de contraction des plaies est significativement (p < 0.05) potentialisée dans les
groupes traités par Cicatryl, médicament de référence, ainsi que les différents onguents,
OEM, OHE et OPP. Elle est trés hautement significative (p < 0.001) pour le groupe des
lapins traité par ’OEM 10%, OHE 10% et OPP 10% par rapport au lot NT. Le méme
résultat est observé pour le groupe de lapins traité par la vaseline.

Les résultats du Tableau 15 montrent que 1’évolution de la contraction (%) des plaies
n’est pas significativement modifiée durant la période de 4 a 8 jours apres 1’excision chez tous
les groupes de I’expérimentation.

Tableau 15: Effet de différents traitements sur 1’évolution du pourcentage de

contraction des plaies d'excision chez les lapins.

Pourcentage des plaies (%0)
Nombre de jours

Groupes
4 8 12 16

NT 15.73+0.37 23.93+0.24 25.57+ 0.50 42.62 +0.38
CiIC 19.87£0.13 29.48 £ 0.28 58.33 £ 0.24** 85.25 £ 0.18***
OPP 10% 228+0.24 26.0+£0.2 62.5 + 0.03*** 80.4 + 0.65***
OEM 10% 15.63 £ 0.85 38.18 £ 0.64* 81.81 £ 0.47***  92.00 + 0.14***
OHE 10% 5.63+0.23 24.03+0.12 62.90 £ 0.28 ***  89.61 £ 0.17 ***
VAS 17.91+0.25 26.86 = 0.17 32.83+£0.47* 65.16 + 0.32**

Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM (n = 4), *P < 0.05), ™p <0.01, *p <0.001
lorsque les groupes traités sont comparés au groupe NT.

Tous les animaux traités (CIC, OEM 10%, OHE 10% et OPP 10%) ont montré un
pourcentage de contraction trés significative et significative de la zone de la plaie par rapport
aux groupes NT et VAS (p < 0.001 et p < 0.01 respectivement). Il n'y a pas de différence
significative entre les groupes traités avec les préparations de 1’onguent et du meédicament de
référence Cicatryl-Bio. L’OEM 10% a prouvé son efficacité dans le processus de cicatrisation
avec 92.00 £ 0.14% de contraction des plaies d'excision chez le lapin et ’OHE 10% avec un
pourcentage de contraction de 89.61 + 0.17%, ce qui était mieux que 85.25 + 0.18% obtenu
avec le médicament de référence Cicatryl-Bio.

Les observations visuelles quotidiennes (Figure 28) indiquent la présence des signes
d'inflammation (rougeur et fiévre) autour de la plaie chez des lapins de différents groupes,

les premiers jours qui suivent I’excision de la peau. Ces signes disparaissent rapidement
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pour les lots traités (CIC, OEM 10%, OHE 10% et OPP 10%) et persistent quelques jours
pour le reste des groupes (NT et VAS).
La repousse du poil a été entravée, mais ce phénomene est identique dans tous les

lots. Par la suite, la repousse est redevenue normale chez les animaux des différents lots.
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Jo Js Jio Jis

NT

CIC

OPP 10%

OEM 10%

OHE 10%

VAS

Figure 28: Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision chez les différents groupes.
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L’onguent a base d’extrait méthanolique et huile essentielle de la plante a prouve
son efficacité dans le processus cicatriciel avec une contraction (en cm et en %) des plaies
d’excision chez les lapins comparable a celle obtenue avec Cicatryl, médicament de

référence.

111.2.3.4. Coupes histologiques

La coloration a ’Hématoxyline permet de visualiser 1’organisation structurale cutanée.
Les résultats de I’examen histologique sont indiqués dans la Figure 29. lls permettent de
comparer des zones cicatricielles néo régénérées des lapins (traités ou non traités) par rapport
a une zone saine sur une méme coupe histologique d’un méme échantillon.

L'épiderme normal comporte une couche de cellules basales et deux, rarement trois
couches de cellules intermédiaires surmontées par trois couches de cellules granuleuses.

Le derme est un tissu conjonctif habituellement lache en périphérie et plus dense
(fibreux) en profondeur. Il contient de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques, des
nerfs et des terminaisons nerveuses sensitives libres et corpusculaires, ainsi que diverses

annexes cutanées dérivées de 1’épiderme et plongeant dans le derme.
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1: derme mature épais; 2: collagéne; 3: cellules de la granulosa; 4: épiderme; 5: bourgeon charnu;

6: épiderme incomplet ; 7: angiogenése

Figure 29 : Evaluation histologique de coupes de peau de plaie colorées a
I'hématoxyline et a I'éosine (G X 10 et 40) de divers groupes (CIC, OEM 10%, OHE
10%, OPP 10%, VAS et NT).

La figure 29 indique le résultat de I’étude des coupes histologiques des différents lots traités et

le lot non traité en comparaison avec les coupes de la peau d’un lapin sain.

Les coupes histologiques des groupes NT et VAS ont montré la présence de
bourgeons charnus avec plus de cellules inflammatoires, moins de dépéts de collagene et une
maturation incompléte du derme et de I'épiderme. En comparaison avec les coupes de la peau
du lapin sain, il apparait évident que la réepithélisation est incompléte. Cela indique que,
malgré la contraction de la plaie, la vaseline n'a pas de propriétés thérapeutiques. En effet, au
cours du processus de cicatrisation, la vaseline est capable d'inhiber I'évaporation de I'eau de
la plaie. La formation d'un environnement physiologique humide dans la plaie favorise la
réparation cutanée et la régénération des tissus endommagés. Cependant, la thérapie avec de
la vaseline peut provoguer une altération et une macération tissulaire (Djerrou et al., 2011).

Les onguents OEM 10%, OHE 10% et OPP 10% préparés a partir de la plante T. polium
L. ont considérablement amélioré le processus de cicatrisation des plaies aprées excision chez
les lapins. A I'examen histologique, les groupes traités (CIC, OEM 10%, OHE 10%, OPP
10%) ont montré un dépdt de collagene plus élevé et une réépithélialisation complete. Les
meilleurs résultats ont été obtenus avec OEM 10% et OHE 10%, ces traitements ont eu un fort
impact sur la granulation et I'épithélialisation des plaies, accéléré la réparation tissulaire et

réduit la durée de ce processus.
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L’effet de I’OEM 10% peut étre di aux effets combinés des constituants
polyphénoliques, principalement des flavonoides et des dérivés de l'acide caféique. Par
exemple, il a été démontré que la fraction flavonoide du Ginkgo biloba augmente la
prolifération des fibroblastes cutanés humains normaux in vitro (Kim et al., 1997). Les
fibroblastes sont responsables de la synthése des fibres de collagene et de [lactivité
cicatrisante. L'actéoside (2), dérivé d'acide caféique, a récemment été rapporté pour réguler
I'expression des métalloprotéinases matricielles et faciliter ainsi éventuellement le remodelage
des matrices extracellulaires (Si et al., 2018).

L’activité cicatrisante de ’OHE 10% est probablement due aux constituants bioactifs,
principalement des terpénes, qui augmentent l'absorption percutanée de médicaments et
d'autres composeés en raison de leurs caractéristiques lipophiles. Selon Cal et Sopala (2008), la
concentration maximale de terpénes dans la couche cornée et I'épiderme a été obtenue dans
les 15 minutes suivant I'application. Cette biodisponibilité des molécules actives stimule la
production de cellules inflammatoires (macrophage de type 2) qui est une étape clé de
régulation du processus de cicatrisation. L'effet anti-inflammatoire est essentiel pour
raccourcir la période de guérison ainsi que pour réduire la douleur et les cicatrices (TUmena et
al., 2018).

Nos données confirment les résultats obtenus dans des études antérieures réalisées sur
d'autre modele animal. Meguellati et al., (2019) ont rapporté que le traitement avec un extrait
de tissu calleux dérivé de T.polium avait un fort impact sur la granulation et I'épithélialisation
des plaies, accéléré la réparation tissulaire et réduit la durée du processus de cicatrisation chez
le rat. Ansari et coll (2013) ont également démontré I'efficacité d'un extrait de T.polium a 2%
avec 91.5% de contraction de la plaie contre 75.3% pour le médicament de référence créeme a

la sulfadiazine d'argent sur des brilures expérimentales au deuxieme degré chez la souris.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La phytothérapie constitue une alternative sérieuse ou un complément a la pharmacie
classique. La nécessité de trouver de nouvelles molécules reste une priorité de santé publique.
La pharmacopée traditionnelle algérienne est riche en produits naturels utilisés pour le
traitement de plusieurs pathologies.

L’objectif de ce travail, est la validation scientifique de I’utilisation de Teucrium
polium L. dans la médecine traditionnelle comme agent cicatrisant par la population locale,
ainsi que I’identification des molécules actives ayant un rdle dans ce pouvoir. Cette étude
c’est effectuée sur I’extrait méthanolique et I’huile essentielle de la plante.

L’analyse HPLC-UV-MS de I’extrait méthanolique, a permis une caractérisation
détaillée pour la premiére fois du profil phénolique avec I’identification d’une nouvelle

molécule, 5-desmethylsinensetin.

L’analyse de I’huile essentielle par GC-FID-MS, a permis d’identifié 83 molécules
subdivisés en monoterpénes hydrocarbones, monoterpenes oxygénes, sesquiterpenes et des

composants non terpénoides.

Selon les données expérimentales de la toxicité orale aigué chez les souris femelles
Swiss (Observations des animaux, dosages biochimiques et coupes histologiques apres
sacrifice) et en se basant sur 1’échelle de toxicité de Hodge et Sterner, la plante peut étre

classée dans la catégorie non toxique (DL50> 5000 mg/kg pc).

L’activité antioxydante in vitro des extraits de Teucrium polium L. refléte le
potentiel antioxydant réel de la plante. Les résultats obtenus différent d’un test a un autre et
d’un extrait a un autre ; Le meilleur résultat a été obtenu avec I’extrait méthanolique qui a
montré, selon sa grande teneur en polyphénols la plus grande puissance (TAC > DPPH > f3-
carotene > FRAP).

L’effet cicatrisant des onguents (base de I’extrait méthanolique, de I’huile essentielle
ou de la poudre de plante respectivement) et a la concentration de 10% pour chacun, a été
évalué sur des plaies d’excision sur des lapins New Zélandais albinos. L’onguent extrait
méthanolique 10% a montré des propriétés cicatrisantes prometteuses et ceci par la
diminution de la surface de la plaie (92% de contraction) et en réduisant la période de
cicatrisation. L’effet cicatrisant de cet onguent est comparable a celui du meédicament de

référence Cicatryl-Bio.
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L’effet irritant/corrosif aigu sur la peau, selon la directive de ’OCDE n°404 (OECD,
2002), nous a permis de classer les onguents de la plante comme non irritant. Ces derniers
sont tolérables sur la peau a court terme.

En perspectives, d’autres recherches sont nécessaires, afin de standardiser la
composition chimique de I’onguent extrait méthanolique et de comprendre le mécanisme
physiologique derriere son activité cicatrisante. Par la suite, 1’étude relation structure-activité
permettra de corréler les résultats de 1’activité cicatrisante avec des structures bien précises
responsables de cette activité. Cette étude est trés importante si 1’on veut améliorer 1’effet
pharmacologique de ces composés. Ceci permettra dans le future, la synthese de molécules
potentiellement actives. L’étude in vivo avec les molécules de synthése, viendra confirmer ou

infirmer ce premier résultat concernant le pouvoir cicatrisant de la plante.

D’autres tests toxicologiques semblent plus que nécessaires afin de déterminer les
effets a long terme, ainsi que d’autres vertus thérapeutiques restent a dévoiler dans 1’espoir de

trouver, a cette plante, une place en pharmacologie moderne.
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Annexe 1 : Matériel de laboratoire
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Annexe 2 . Composition alimentaire des croquettes

Composants %

Mais 52,80
Son 10,80
Soja 32,10
Calcaire 01,50
Phosphate 00,80
Compléments vitaminiques 02,00

Annexe 3 : Toxicité orale aigué

Consommation de la nourriture par les souris pendant le traitement

jours Consommation de nourriture (9)
Control 1000 mg/kg 2000 mg/kg 5000 mg/kg
1 18 25.5 22.5 26
5 20 28.0 28.5 40
10 25 25 22.5 35
15 22 26.5 28,5 31

Consommation de I’eau par les souris pendant le traitement

jours Consommation de I‘eau (ml)
Control 1000 mg/kg 2000 mg/kg 5000 mg/kg
1 20 20 30 20
5 30 315 35 40
10 25 20 225 25

15 21 21.5 29 32
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Annexe 4 : Activité antioxydante
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Annexe 5 : Produits utilisés

v Cicatryl-bio

Cicatryl-bio est une pommade utilisée comme adjuvant de la

cicatrisation pour les plaies et les brilures et qui contient :

Autres ingrédients :

Pour 100 g de pommade :

Allantoine guaiazulene para-chlorométacrésol acétate

d'alpha-tocophérol ;

Parahydroxybenzoate de méthyle (E218),
parahydroxybenzoate de propyle (E216),

Paraffine liquide légere,

Vaseline officinale,
Mélange d'alcool cétostéarylique (90%) et de cétyl stéaryl sulfate sodique (10%),
Mélange d'alcool cétostéarylique (70%) de cétyl stéaryl sulfate sodique (10 %) et d'acide
gras éthoxylé d'origine organique (20%), monostéarate de glycérol, macrogol glycol
400, sorbitol (solution & 70%), eau purifiée.

Substances actives : Allantoine, Alpha-tocophérol acétate, Gaiazuléne, P-chlorométacrésol

v Eau physiologique

11 s’agit de liquide physiologique : le NaCl a 0.9% utilis¢ comme placebo.


https://eurekasante.vidal.fr/medicaments/s-active/recherche/substance-229-Allantoine.html
https://eurekasante.vidal.fr/medicaments/s-active/recherche/substance-246-Alpha-tocopherol-acetate.html
https://eurekasante.vidal.fr/medicaments/s-active/recherche/substance-1587-Gaiazulene.html
https://eurekasante.vidal.fr/medicaments/s-active/recherche/substance-20964-P-chlorometacresol.html

Annexe 6 : Préparation des coupes histologiques
1. Hématoxyline-Eosine :

C’est la technique la plus couramment utilisée en histologie animale et en anatomie
pathologique de routine. L’hématoxyline : c’est le colorant basique, qui colore les structures
acides en bleu violacé. Les noyaux, les ribosomes et le réticulum endoplasmique rugueux ont
une forte affinité pour ce colorant en raison de leur richesse respective en ADN et en ARN.
Drailleurs, 1’¢osine est un colorant acide colore les structures basiques en rouge ou en rose. La
plupart des protéines cytoplasmiques sont basiques, le cytoplasme des cellules apparait donc
habituellement coloré en rose ou en rouge rosé. Geénéralement, lorsque la coloration par
1I’hématoxyline est appliquée a des cellules animales, les noyaux sont colorés en bleu violet et

les cytoplasmes en rose ou rouge. (Young et al.,2006)

2. Le traitement des coupes histologiques (Lafond2006)

Les prélevements histologiques ont été traités au laboratoire d’histopathologiec a M’sila

v Fixation, Inclusion en paraffine
Les prélévements réalisés et fixés dans du formaldehyde commerciale dilué & 10% et
tamponné a la neutralité pour 48 heures. Apres déshydratation (passages successifs dans
différents bains d’alcool de concentration croissante : 80°, 95° et 100°) les prélévements ont été
enrobés en paraffine puis éclaircissement dans du toluéne. Cette étape d’imprégnation en

paraffine a été réalisée dans un automate

Les prélevements ont ensuite dans une station d’enrobage et coupés a une €paisseur de 3
pm a I’aide d’un microtome @ mouvement vertical. Apres récupération sur milieu liquide (bain-
marie a 40°C), les coupes ont ét¢ étalées sur lame de verre préalablement recouverte d’une
goutte d’albumine glycérinée. Elles ont ensuite été séchées a I’étuve (1 heure a 37°C) avant

d’étre colorées.

v" Coloration
Une coloration biochimique a I’Hémalun-€osine a été effectuée, apres déparaffinage au toluene,
et réhydratation progressive de la coupe tissulaire (bains d’alcools a 100°, 95° et eau), Les
coupes ont été plongées pendant 2 minutes dans une solution d’Hémalun de Mayer puis rincées
a I’eau courante pendant 5 minutes. Une deuxieme coloration ensuit réalisée dans une solution
d’Eosine jaunatre —Erythrosine aqueuse a 2% pendant 30 secondes. Elles ont enfin rapidement

été rincees a I’eau courante puis déshydratées par passage dans des alcools.



Annexe 7 : Limites de ’expérimentation animale

v Le principe de régle des3 R :

L'éthique est I'ensemble des "régles de conduite définies par la morale". Elle se base sur
"Laregle des 3 R" ; Une des principales bases éthiques appliquées a 1‘expérimentation animale
qui a été fixée en 1959 dans I‘article : « The Principles of humane expérimental technique » ou
les biologistes britanniques Russel et Burch publiaient la régle des 3R :

Remplacement, Réduction, Raffinement.

> Le Remplacement : c’est le remplacement des espéces sensibles par des espéces non
sensibles, ou par des modéeles non vivants (mode¢les mathématiques, tests in vitro...),
par 'utilisation des modéles informatiques ou de vidéos pour 1‘enseignement ; de
culture de cellules ou d‘une espéce moins évoluée (insectes, mollusques...)

» La Réduction : en cas d'absence du complet remplacement, les chercheurs doivent
limiter I’utilisation des animaux aux seules expériences considérées comme essentielles,
réduire leur nombre au strict minimum pour obtenir des résultats scientifiques valides
(utiliser un nombre définis des animaux), et éviter les répétitions expérimentales inutiles
par la mise en place de bases de données facilement accessibles

» Le Raffinement : la souffrance de 1‘animal lorsque cette souffrance n‘est pas 1‘objet
méme de 1°‘expérimentation doit étre éviter au maximum. Il consiste & optimiser les
conditions dans lesquelles les animaux sont hébergés, soignés et utilisés, a limiter le
stress et la souffrance, a supprimer l‘inconfort, la douleur, la détresse et 1°‘angoisse subis
par les animaux expérimentaux par le développement le recours aux anesthésiques et

analgésiques.

Déterminer des points limites dans les protocoles longs et douloureux (études sur le cancer),
en préférant des méthodes d'investigations non invasives (échographie, télémétrie...) et des
techniques de contention adaptées... (utilisation d‘imagerie par résonance magnétique,
développement de meilleures procédures d‘anesthésie et d‘analgésie, utilisation de la télémétrie
pour l‘enregistrement de la température, la pression sanguine et la fréquence cardiaque a
distance, par ondes-radio...)

v La responsabilité

Elle s‘applique aux chercheurs/enseignants habilités qui décident des expérimentations et
des protocoles, mais aussi a toute personne impliquée dans 1‘expérimentation : animalier,

techniciens de 1‘animalerie, étudiants, vétérinaire ....



Annexe 8 : Chromatographie sur couche mince
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The wound healing properties of Teucrium polium L., a plant used in the Algerian traditional medicine for the
treatment of wounds, have been investigated using an excision wound model in rabbits. An ointment was
prepared with two concentrations (5 and 10%) of a methanolic extract of the aerial parts. Both preparations
showed significant effect on the wound contraction when compared to the control and the group treated
with petroleum jelly. In addition, acute dermal and oral toxicity was assessed in animal models. The absence
of signs of toxicity on the skin of rabbits indicated the safety of the ointment. After oral administration in
mice at doses of 1000 and 2000 mg/kg b.wt, no signs of liver and kidney toxicity were detected by analysis of
biochemical parameters and by histological examination. The composition of the methanolic extract was
investigated by HPLC-PDA-MS analysis, and a comprehensive profile of phenolic compounds was established,
with 14 flavonoids and phenylethanoid glycosides identified as the main polyphenolic constituents. Overall,
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the data support the use of T. polium as a wound healing agent in the Algerian traditional medicine.

© 2020 The Author(s). Published by Elsevier B.V. on behalf of SAAB. This is an open access article under the CC

BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)

1. Introduction

The genus Teucrium (family Lamiaceae) comprises approximately
300 species and is mainly distributed in Europe, North Africa and in
the temperate parts of Asia (Bahramikia and Yazdanparast, 2012;
Dehshiri and Azadbakht, 2012). Several species including T. chamae-
drys, T. montanum, and T. polium are used in traditional medicinal sys-
tems (Stankovic et al., 2011). T. polium L., known popularly as felty
germander (jaada or khayatit-lajrah in Arabic), is a deciduous shrub
native to the western Mediterranean region abundantly growing in
rocky places of the hills and deserts of Mediterranean countries up to
South Western Asia (Bahramikia and Yazdanparast, 2012). The plant
which includes many subspecies and varieties is very common in
Algeria where it grows particularly in the Algerian and Oranian high
plateaus and in the Oranian Saharian Atlas (Quézel and Santa, 1963).
In Algerian traditional medicine, the aerial parts of the plant are used
for the treatment of diabetes, hypertension and, in the form of a pow-
der mixed with petroleum jelly or beeswax, as a wound healing agent
(Boudjelal et al., 2013).

* Corresponding authors.
E-mail addresses: sarra.chabane@univ-msila.dz (S. Chabane),
olivier.potterat@unibas.ch (O. Potterat).
2 Orcid.org/0000-0002-2519-4900
! Orcid.org/0000-0001-5962-6516

https://doi.org/10.1016/j.sajb.2020.10.017

Extracts of T. polium have been shown to possess various biologi-
cal activities including antioxidant, antibacterial, antiviral, antifungal,
cytotoxic, antimutagenic, antiinflammatory, analgesic, antispas-
modic, hypolipidemic, hypoglycemic, hepatoprotective, antiulcer,
and anticonvulsant effects (Jaradat, 2015). Wound healing properties
have been investigated in mice (Ansari et al, 2013) and rats
(Meguellati et al., 2019; Huseini et al., 2020).

Flavonoids, phenylethanoid glycosides, and various terpenoids
including neoclerodane diterpenes, sterols, and iridoids, have been
isolated from the plant which also contains an essential oil rich in
sesquiterpenes (Bahramikia and Yazdanparast, 2012; Basudan and
Abu-Gabal, 2018; Elmasri et al., 2015).

The aim of the present study was to determine the polyphenolic
composition of a methanolic extract of T. polium and to investigate its
wound healing properties for the first time in rabbits. Furthermore,
the acute cutaneous and oral toxicity were assessed. Wound excision
was selected as a representative model to study the traditional use of
the plant in the treatment of open wounds.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and extraction

The flowering aerial parts of Teucrium polium (Subsp. capitatum)
were collected in May 2018, in M’sila, Algeria, at 35° 12’ 36.97" N

0254-6299/© 2020 The Author(s). Published by Elsevier B.V. on behalf of SAAB. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)
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latitude and 4° 10’ 46.08” E longitude. The plant was authenticated by
Dr. Sarri Dj., Department SNV/M’sila University, and a specimen (AB-
92) was deposited at the herbarium of the Department. The plant
material was rinsed and dried in the shade at room temperature and
finely ground into a powder with a grinder (sieve pore size 200 pwm).

The methanolic extract was obtained with a Soxhlet extractor. The
vegetable powder (50 g) was extracted with 500 ml of methanol for
6 h. The extract was filtered and evaporated under reduced pressure
to yield an oily residue (17.5%).

2.2. General experimental procedures

Medium pressure liquid chromatography (MPLC) was performed
on a Premium Flash-Prep LC system PuriFlash® 4100 (Interchim,
Montlucon, France). The sample was prepared as a dry load and
adsorbed on 25 g silica gel 60. Preparative HPLC was carried out on a
Preparative LC/MSD System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) consisting of a quaternary pump (1200 Series, 1290 Infinity II
1260 Prep Bin Pump), a PDA detector (1100 Series), and a 6120 Quad-
rupole LC/MS. A SunFire Prep C18 OBD column (5 pm, 30 x 150 mm i.
d., Waters, Milford, MA, USA), equipped with a C18 Prep Guard Car-
tridge (10 x 30 mm i.d.) was used. The flow rate was 20 ml/min. Data
acquisition and processing was performed using ChemStation soft-
ware (Agilent Technologies). For injection a 1290 Infinity II 1290
Valve Drive manual injection system (Agilent Technologies) was
used. Semi-preparative HPLC was carried out on an Agilent 1100
Series instrument equipped with a PDA detector. Separations were
carried out on a SunFire C18 column (5 wm, 150 x 10 mm i.d.,
Waters) equipped with a guard column (10 x 10 mm i.d.). A flow rate
of 4 ml/min was applied. Data acquisition and processing was per-
formed using ChemStation software. NMR spectra were recorded on
a Bruker Avance III spectrometer (Rheinstetten, Germany) operating
at 500.13 MHz for 'H and 125.77 MHz for *C. 'H NMR and 2D NMR
spectra were measured in DMSO-d6 or CDCl; (ARMAR Chemicals)
with a 1T mm TXI probe at 23 °C. Data were analyzed using Topspin
(Bruker) and Spectrus Processor (ACD/Lab, Toronto, Canada) soft-
wares.

Silica gel 60 (0.040—0.063 mm) used for MPLC was from Merck
KGaA (Darmstadt, Germany). TLC was performed on silica gel 60
F254 precoated plates (ALUGRAM Xtra Nano-SIL G, Macherey-Nagel,
Diiren, Germany); detection under UV 254 nm and after spraying
with vanillin-sulfuric acid reagent followed by heating at 100 °C.
Ultrapure water was obtained from a Milli-Q water purification sys-
tem (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). HPLC-grade acetonitrile
was purchased from Avantor Performance Materials (Radnor Town-
ship, PA, USA). Methanol for extraction was from Honeywell (Offen-
bach, Germany). Solvents used for liquid/liquid partition and column
chromatography were from Scharlau (Barcelona, Spain). Diosmin
(Alexis Biochemicals, San Diego, CA, USA), luteolin (AdipoGen, San
Diego, CA, USA), hyperoside (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany),
isoquercitrin (Carl Roth), and luteolin 7-O-glucoside (Extrasynthese,
Gernay, France) were used as chromatographic reference substances.

2.3. Total phenolic and flavonoid contents

Total Phenolic Content (TPC) of the extract was determined using
the Folin-Ciocalteu reagent according to the method of Singleton and
Rossi (Singleton and Rossi, 1965), with gallic acid as a standard.
200 pul of each sample dissolved in methanol was added to 1 ml of
Folin-Ciocalteu reagent (1:10 dilution in distilled water). The mixture
was shaken and, after 4 min, 800 ml of Na,COs (75 mg/ml) solution
were added. The mixture was kept for 2 h at room temperature and
the absorbance measured at 760 nm. Total phenolic content was
expressed in mg gallic acid equivalents per gram dry extract (mg
GAE/g DE) using a calibration curve with gallic acid. All measure-
ments were performed in triplicate.
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Total Flavonoid Content (TFC) of the extract was measured
according to the aluminum chloride colorimetric method based on
the formation of a flavonoid-aluminum complex (Carocho et al.,
2014) using a quercetin calibration curve: 1 ml of methanol extract
was mixed with 1 ml of 2% AlCl; methanol solution. After 10 min, the
absorbance was determined at 430 nm. The results were expressed
as mg quercetin equivalent per gram of dry extract (mg QE/g DE). All
measurements were performed in triplicate.

2.4. HPLC-PDA-MS analysis

HPLC-PDA-MS analysis was performed on a chromatographic sys-
tem consisting of a degasser, quaternary pump (LC-20AD), a column
oven (CTO-20AC), a PDA detector (SPD-M20A), and a triple quadru-
pole mass spectrometer (LCMS-8030) (Shimadzu, Kyoto, Japan). Sep-
aration was carried out on a SunFire C18 column (3.5 wum,
3.0 x 150 mm id., Waters) equipped with a guard column
(3.0 x 10 mm). The mobile phase consisted of water + 0.1% formic
acid (A) and acetonitrile + 0.1% formic acid (B). A gradient of 5-80% B
in 30 min followed by 80—100% B in 5 min was applied. The flow rate
was 0.4 ml/min. The extract was dissolved in DMSO at a concentra-
tion of 10 mg/ml and 10 w1 were injected. The LabSolutions software
(Shimadzu) was used for data acquisition and processing.

2.5. Compound isolation

The methanolic extract of T. polium (32 g) was suspended in
500 ml water and then successively partitioned with EtOAc
(3 x 500 ml) and n-BuOH saturated with H,O (4 x 500 ml) to provide
a EtOAc-soluble fraction (8.2 g), a n-BuOH-soluble fraction (10.8 g),
and the H,0-soluble fraction (12.6 g). The EtOAc-soluble fraction was
fractionated by MPLC on a silica column (47 x 5 cm, i.d.) with a n-
hexane/EtOAc/MeOH gradient [n-hexane/EtOAc 98:2 (0—10 min), n-
hexane/EtOAc 2-70% EtOAc (10-420 min), n-hexane/EtOAc
70-100% EtOAc (420-480 min), EtOAc/MeOH 0-20% MeOH
(480—-540 min), 100% MeOH (540—600 min)] at a flow rate of 20 ml/
min. In total, 540 fractions were collected, which were combined
based on TLC analysis into 22 fractions (Fr.1-Fr.22).

Fr. 11 (85 mg) afforded 14 (1.3 mg, tg =29.3 min) after preparative
HPLC with a gradient of 5—-80% acetonitrile in water (both containing
0.1% formic acid) in 30 min. Compounds 10 (12.5 mg, tg = 11.9 min),
11 (2.0 mg, tg = 12.6 min), and 13 (16.9 mg, tg = 19.3 min) were iso-
lated from Fr. 14 (327 mg) by preparative HPLC with a gradient of
45-60% acetonitrile in water (both containing 0.1% formic acid) in
30 min. Separation of Fr. 21 (247 mg) by preparative HPLC with a gra-
dient of 5-80% acetonitrile in water (both containing 0.1% formic
acid) in 30 min afforded 9 (6.1 mg, tg = 20.8 min) and 12 (3.0 mg,
tg = 23.9 min). Separation of Fr. 22 by preparative HPLC with a gradi-
ent of 15-50% acetonitrile in water (both containing 0.1% formic
acid) in 30 min gave compound 2 (11.4 mg, tg = 11.3 min) and a frac-
tion (25.6 mg) which was further purified by semi-preparative HPLC
with 16% aq. acetonitrile containing 0.1% formic acid to provide 3
(3.5 mg, tg = 21.4 min), a mixture of 4 and 5 (4.8 mg, tg = 23.4 min),
and 6 (3.3 mg, tg = 29.8 min). A portion (1.0 g) of the n-BuOH-soluble
fraction was separated by preparative HPLC with a gradient of 5—-80%
acetonitrile in water (both containing 0.1% formic acid) in 30 min to
give 1 (373 mg, tg =11.6 min).

2.6. Animals

All animals (Swiss albino mice weighing 31-33 g and New Zea-
land albino rabbits weighing 1.9—-2.1 kg) were obtained from Pasteur
Institute of Algiers. They were fed ad libitum with water and kibble
diet.

All experimental protocols were in accordance with the European
Community Council Directive (86/609/EEC) and approved by the
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National Committee for Evaluation and Programming of University
Research of Algerian Ministry of Higher Education and Scientific
Research (Registration N°: DO1INO1UN280120150001).

2.7. Preparation of the ointment

The methanolic extract of T. polium was mixed with petroleum
jelly (P]) (Unilever, France) at a concentration of 5% and 10% to obtain
the methanolic extract ointments OME 5% and OME 10%, respec-
tively. Cicatryl-Bio (CIC) (Pierre Fabre, Paris, France) was used as ref-
erence drug.

2.8. Acute dermal irritation

The acute dermal irritation assay was carried out on New Zealand
albino rabbits. The study was conducted according to the Organiza-
tion for Economic Co-operation and Development (OECD) guidelines
404 (OECD 2002a). OME 5% and 10% were applied topically on the
back of the animals at an amount of 0.5 g per rabbit. The animals
were observed for mortality and any toxic or deleterious effects with
special attention given to the first 4 hrs and then once daily for a
period of 14 days following the topical application. At the application
sites, the skin was observed for signs of erythema, edema and local
injury. The body weight and food intake were also recorded.

2.9. Acute oral toxicity

The acute oral toxicity was assessed in healthy young adult female
Swiss albino mice, nulliparous and non-pregnant. The study was con-
ducted according to the Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) guidelines 423 (OECD 2002b).

Twelve Swiss albino mice were divided into four groups of three
animals and treated orally with different doses of T. polium extract
for 14 days: Group I, control, received distilled water; Group II
received 1000 mg/kg b.wt; Group III received 2000 mg/kg b.wt and
Group IV received 5000 mg/kg b.wt as suspension by gavage. The
treated mice were observed individually. The main observations and
evaluations were external physical aspects (appearance and hair
loss), behavioral changes (posture, scraping, aggressiveness, sensitiv-
ity to noise and light, hypersalivation) and measurable clinical signs
(changes in heart and respiratory rhythms, abdominal contraction,
diarrhea) (Hussain Mir et al., 2013).

At the end of the experiment, mice were sacrificed. Blood samples
were collected to explore biochemical parameters (transaminases,
alkaline phosphatase, serum total protein, creatinine, urea and uric
acid). The parameters were measured by enzymatic colorimetric
methods using commercially available kits (Spinreact, Girona, Spain).
The livers and kidneys were excised from all experimental mice for
histopathological examinations (Gandhare et al., 2013).

2.10. Evaluation of wound healing activity

An area of 500 mm? on the back of the New Zealand albino rabbit
was shaved with an electric razor. The animals were left in their cages
24 h to verify the absence of irritation of the shaved zone
(Hwisa et al., 2013). The animals were randomly divided into 5
groups of 4 rabbits as follows: first group was untreated (UT), second
group treated with the reference drug (CIC), third group with OME
5%, fourth group with OME 10%, and fifth group with petroleum jelly
(P]).

2.10.1. Wound healing assay

Animals were anaesthetized using intraperitoneal injection of
ketamine (90 mg/kg)-xylazine (10 mg/kg) (Mashreghi et al., 2013). A
circle of 2.5 cm in diameter was drawn on the skin of the lumbar
region which was then excised.
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Excisional wounds were immediately treated after surgical opera-
tion and the animals placed in individual cages with clean litters.
Preparations (CIC, OME 5%, OME 10% and PJ) were applied topically at
an amount of 0.5 g per rabbit once per day till complete healing
(Pipelzadeh et al., 2003).

The dimensions of excision wounds were measured every 4 days
during the trial period by tracing the wounds on a transparent paper
and measuring through the graph paper. The percentage of the evolu-
tion of wound contraction was calculated using the following formula
(Tamri et al., 2014):

%wound contraction

_ Initial wound size —Specific day wound size

Initial wound size x 100

2.10.2. Histological sections

At the end of the experiment, the animals were sacrificed. The tis-
sue slices (scarred skin and 0.5 cm of healthy skin) were fixed in for-
malin (10%) for 72 h. The samples were dehydrated by passing them
through three successive baths of ethanol. Then they were thinned in
two baths of xylene and embedded in paraffin by two successive
baths at 60 °C each one. The paraffin blocks obtained were then cut
with a microtome, rehydrated and stained with haematoxylin-eosin
(Marck, 2010).

2.10.3. Statistical analysis

The data were subjected to one-way analysis of variance (ANOVA)
for determining the significant difference (GraphPad, version 7). The
results are presented as means 4+ SEM. The inter group significance
was analyzed using by Dunnett's or Tukey test whenever applicable
and differences were considered significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. Polyphenolic profile

The methanolic extract of T. polium aerial parts had a total pheno-
lic content of 86.63 & 0.03 mg GAE/g DE, and a total flavonoid content
of 24.43 + 0.01 mg QF/g DE.

The polyphenolic profile of the extract was investigated by HPLC-
UV-MS (Fig. 1), and revealed the presence of several peaks corre-
sponding to flavonoids and caffeic acid derivatives. Compounds 7
and 8 were identified from their UV and MS data, and by chro-
matographic comparison with commercial reference samples as dio-
smin (Al Bahtiti, 2012) and luteolin (D’Abrosca et al, 2013;
Elmasri et al., 2015), respectively. Further compounds were identified
by 'H and 2D NMR analysis after isolation. They included poliumo-
side (1) (De Marino et al., 2012; Oganesyan et al., 1991), acteoside (2)
(Elmasri et al., 2015), hyperoside (3) (Rudakova et al., 2014), isoquer-
citrin (4) (Shammas and Verykokidou-Vitsaropoulou, 1987), luteolin
7-0-B-D-glucopyranoside (5) (D’Abrosca et al, 2013; De Marino
et al,, 2012), luteolin 7-0-(5-0-syringoyl-$-D-apiofuranosyl)-(1—2)-
B-D-glucopyranoside (6) (D’Abrosca et al., 2013), cirsiliol (9), cirsi-
maritine (10) (Elmasri et al., 2015; Stefkov et al., 2011; Verykokidou-
Vitsaropoulou and Vajias, 1986), cirsilineol (11) (Stefkov et al., 2011),
eupatorin (12) (Verykokidou-Vitsaropoulou and Vajias, 1986), 5-des-
methylsinensetin (13) (Alwahsh et al., 2015; Harborne et al., 1986;
Kisiel et al, 2001; Topcu et al, 1996), and salvigenin (14)
(Elmasri et al., 2014) (Fig. 2). All compounds had been previously
reported in T. polium except flavonoid 13. The latter compound had
been previously described in other species of the genus Teucrium. To
our knowledge, this study represents the first report of a detailed
polyphenolic profile of T. polium.
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3:R,=H,R,=0Gal, Ry =H
4:R; = H, R, = OGle, Ry = H

5:R; =Gle, R, =H, Ry = H

7 R] = Rha-(1—>6)-Glc, R2 = H, R3 = CH3
8:R,=H,R,=H,R;=H

9: R, = OH, R, = OH
10: R, = OH, R, = H

11: R, = OH, R, = OCHj
12: Rl = OCH3, R2 =O0H
13: Rl = OCH3, R2 = OCH3
14: Rl = OCH3, R2 =H

Fig. 1. Structures of the compounds identified in the methanolic extract of T. polium.

3.2. Acute oral toxicity

Acute oral toxicity was tested in mice at doses of 1000 to
5000 mg/kg b.wt. Even at the highest dose no mortality or specific
signs of toxicity were observed after oral administration of the
extract. In addition, there were no respiratory, nervous, cutaneous or
gastrointestinal symptoms. According to the toxicity scale of Hodge
and Sterner (1949) for mice and rats, the extract of T. polium can be
classified as a “practically nontoxic” substance (LDsg > 5000 mg/kg)
(Lu, 1992).

As to the biochemical parameters (Table 1), the mice treated with
the three doses showed non-significant differences compared to the
control group. The extract appeared to be well tolerated, as it did not
affect liver parameters and had no effect on transaminase protein lev-
els. The extract did not induce any significant changes in the renal
parameters (urea, uric acid and creatinine concentrations) in the
treated mice compared to the control group.

The different histological sections of liver and kidney from the
treated mice were compared to the section of the normal control
(Fig 3). The extract did not induce any changes, and the observations
revealed a typical normal kidney and hepatic lobule for all treated
mice. Slight dilation of the portal vein was observed with the doses of
2000 and 5000 mg/kg b.wt. While the reasons for this histological
peculiarity remain unclear, this should not be considered as a sign of
toxicity in the absence of any other abnormalities.

3.3. Acute dermal irritation

The animals were observed frequently during the 14 days follow-
ing the topical application of 0.5 g of OME 5% or OME 10%. No signs of
toxicity or mortality were seen. The rabbits were normal and did not
show any critical changes in behavior and breathing, or any disability
in feeding and water utilization, or postural irregularities and loss of
hair. There were no signs of cutaneous irritation, no erythema,
eschar, edema, or any other reactions on the skin of all animals after
topical application.

3.4. Wound healing

3.4.1. Evolution of the wound healing process

During the healing period, the wounds were measured every 4
days. The evolution of the surface of each wound excision was
assessed in the treated and untreated animals. The results are pre-
sented in Table 2. The photographic documentation of the wound
healing process is included as Supplementary Material. All treated
animals (CIC, OME 5% and OME 10%) showed very significant and sig-
nificant reduction in wound area when compared to untreated and PJ
groups (p <0.001and p <0.01, respectively). There was no significant
difference between groups treated with the ointment prepared with
the two concentrations (5 and 10%) of the extract and the reference
drug Cicatryl-Bio. The OME 10% ointment proved its effectiveness in
the healing process with 92.00 + 0.14% of contraction of excision
wounds in rabbits, which was better than 85.25 + 0.18% obtained
with the reference drug Cicatryl-Bio.

The daily visual observations indicated the presence of signs of
inflammation (redness and fever) around the wound in rabbits of the
different groups the first days after the excision of the skin. These
signs disappeared quickly in the treated groups (CIC, OME 5% and
OME 10%) and persisted in the rest of the groups for a few days (UT
and PJ).

3.4.2. Histological sections

Histopathological examination was performed at the end of the
experiment. Cicatricial zones of rabbits (treated or not treated) were
compared to a healthy zone on the same histological cut of the same
sample (Fig. 4).

The histological sections showed better healing and complete re-
epithelialization in animals treated with the reference drug (Cicatryl-
Bio), OME 5% and OME 10% compared to the untreated group and the
group treated with petroleum jelly. The healed skin showed normal
epithelialization, with thick mature epidermis and granulation tissue,
and also higher collagen deposition in treated groups with CIC, OME
5%, and OME 10%.
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Fig. 2. HPLC-UV-MS analysis of the methanolic extract of T. polium. BPC: base peak chromatogram. Peak numbers refer to the identified compounds (Fig. 1).

Table 1

Biochemical parameters of the mice treated with the methanolic extract of T. polium at dif-

ferent doses.

Parameters Treatment (mg/kg b.wt)
Control 1000 2000 5000

Urea (mg/1) 0.88 + 0.02 0.91 + 0.07 0.92 +0.03 0.93 +0.01
Creatinine (mg'l) 4.09 +£0.15 5.43 +0.36 429 +0.47 4.05+0.15
Uric Acid (mg/dl) 41.90 4+ 4.49 42.32 4+ 3.80 51.89 +7.63 2598 +0.74
AST (IU/1) 40.66 + 3.97 39.16 +£3.83 43.16 + 8.77 40.00 + 2.31
ALT (IU/1) 11.00 + 0.61 16.00 + 1.00 15.66 + 2.55 14.67 +1.02
ALP (IU/1) 54.67 +3.57 42.83 +3.51 53.20+2.94 49.00 +1.29
Total Protein (g/dl) 60.00 + 1.61 70.50 +3.43 72.00 +£1.53 70.60 + 2.50

Values are expressed as means + SEM (n = 3).

The histological sections of the UT and PJ] groups showed the pres-
ence of fleshy bud with more inflammatory cells, less collagen depo-
sition and incomplete maturation of the dermis or epidermis. This
indicates that, despite the contraction of the wound, petroleum jelly
does not have therapeutic properties. Indeed, during the healing pro-
cess, petroleum jelly is capable of inhibiting the evaporation of water
from the wound. The formation of a wet physiological environment
in the wound promotes skin repair and regeneration of damaged

tissue. However, therapy with petroleum jelly can cause alteration
and tissue maceration (Djerrou et al., 2011).

4. Discussion
Acute dermal toxicity corresponds to the adverse effects occurring

within a short time of dermal application of a single dose of a test
substance (OECD, 2017). Assessment of a single dermal dose toxicity
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Fig. 3. Histopathological changes in liver and kidney of animals treated with T. polium methanolic extract at different doses (magnification x 10). 1: central vein; 2: surrounding

hepatocytes; 3: glomerulus; 4: dilation of the portal vein; 5: tubular.

Table 2

Effect of different treatments on the evolution of the percentage of excision wound con-

traction in New Zealand albino rabbits.

Groups Wound contraction (%)
Number of days

4 8 12 16
uT 15.73 £ 0.37 23.934+0.24 25.57 +0.50 42,62 +0.38
CIC 19.87 £0.13 29.48 £ 0.28 58.33 £ 0.24™* 85.25 4+ 0.18"™*
OME 5% 11.33+£0.31 36.33 + 0.64* 61.33 £ 0.70"** 78.00 + 0.95***
OME 10% 15.63+ 085 38.18 + 0.64* 81.81 +£047"*  92.00 + 0.14***
PJ 1791+ 025 26.86+ 0.17 32.83 + 047* 65.16 + 0.32**

Values are expressed as mean =+ SEM, (n = 4), * p<0.05, **, p< 0.01, *** p< 0.001 when
treated groups are compared to the UT group. UT: untreated group; CIC: group treated
with Cicatryl-Bio; OME 5% | 10%: groups treated with methanolic extract ointment; PJ:

group treated with petroleum jelly.

is an important part of any toxicology program for new pharmaceuti-
cal or cosmetic products to be applied on the skin (Vinardell and Mit-
jans, 2008). In our study, no signs of dermal toxicity were observed
after application of the T. polium ointment. As to the oral acute toxic-
ity, the methanolic extract of T. polium did not produce any signs of
toxicity in mice even at the highest dose (5000 mg/kg b.wt), and
none of the animals died after 14 days of observation. Also, no signifi-
cant changes were observed in biochemical parameters or histologi-
cal sections of liver or kidney except a slight dilation of the portal
vein. Similar observations have been reported in the study of
Meguellati et al. (2019). At the same time, it should be mentioned
that hepatotoxic and nephrotoxic effects of T. polium have been
shown in many case reports and experimental studies where vacuoli-
zation, destruction and degeneration of liver and kidney were the
most frequently described events (Aktiirk Esen et al., 2019; Rafieian-
Kopaei and Baradaran, 2013). The absence of toxicity observed in our
study may be explained by the relatively short duration of adminis-
tration (2 weeks). Indeed, the toxic effects of T. polium have been
related to the dose and duration of use (Bachtarzi et al., 2016; Dag
etal, 2014). Based on our data, short-term treatment with a T. polium
extract appears safe.

The 5% and 10% ointments (OME 5% and OME 10%) prepared from
the methanolic extract of T. polium significantly improved the wound
healing process after excision in albino rabbits. On histological

examination, the treated groups (Cicatryl-Bio, OME 5%, and OME
10%) showed higher collagen deposition and complete re-epitheliali-
zation. The best results were obtained with OME 10%. Cicatryl-Bio
contains allantoin as active ingredient. In an open wound model,
allantoin was able to ameliorate and accelerate the repair of the skin.
The wound healing effect of allantoin occurred via the regulation of
inflammatory response and stimulation of fibroblastic proliferation
and extracellular matrix synthesis (Aradjo et al., 2010). The treatment
with the ointment produced a similar effect that the control drug and
had a strong impact on the granulation and epithelialization of
wounds, accelerated tissue repair and reduced the duration of this
process. This may be due to the combined effects of the polyphenolic
constituents, mainly flavonoids and caffeic acid derivatives. For
example, the flavonoid fraction from Ginkgo biloba has been shown
to enhance proliferation of normal human skin fibroblasts in vitro
(Kim et al., 1997). Fibroblasts are responsible for the synthesis of col-
lagen fibers and healing activity. The caffeic acid derivative acteoside
(2) has been recently reported to increase the activation of promatrix
metalloproteinase-2 and the expression of membrane type-1-matrix
metalloproteinase, thereby possibly facilitating a remodeling of
extracellular matrices (Si et al., 2018).

Our data confirm results obtained in previous studies performed
in other animal models. Meguellati et al. (2019) reported that the
treatment with an extract from callus tissue derived from T. polium



S. Chabane, A. Boudjelal, M. Keller et al.

South African Journal of Botany 137 (2020) 1-8

Fig. 4. Histological evaluation of wound skin sections stained with hematoxylin and eosin (10 and 40 x magnification) of various groups (CIC, OEM 5%, OEM 10%, PJ, and UT). UT:
untreated group; CIC: group treated with Cicatryl-Bio; OME 5% | 10%: groups treated with methanolic extract ointment; PJ: group treated with petroleum jelly. 1: thick mature der-
mis; 2: collagen; 3: granulosa cells; 4: epidermis; 5: fleshy bud; 6: angiogenesis 7: incomplete epidermis.

had a strong impact on the granulation and epithelialization of
wounds, accelerated tissue repair, and reduced the duration of
wound healing process in an excision wound model in rats.
Huseini et al., 2020 found that a 10% T. polium ointment accelerated
the wound healing process in diabetic rats. Ansari et al. (2013) also
demonstrated the effectiveness of a 2% T. polium extract with 91.5%
of wound contraction against 75.3% for the reference drug silver sul-
fadiazine cream on experimental second degree burns in mice.

5. Conclusion

The 10% ointment obtained from the extract of T. polium showed
significant wound healing properties in our wound excision model
on rabbits, which were superior to those of the reference drug
Cicatryl-Bio.

Moreover, acute oral toxicity studies in albino mice, and acute
dermal toxicity assessment in albino rabbits indicated that the aerial



parts of T. polium are potentially safe over a two-week treatment
period corresponding to a typical application time in the therapy of
open wounds. Overall, our data con rm the potential of T. polium
extract for the treatment of wounds and support the traditional use

of this plant as a wound healing agent. Further investigations with  in
vitro models such as scratch assays are warranted to identify the
active constituents and unravel the mechanism of action. In addition,
the potential of T. polium for the treatment of other types of wounds
such as closed wounds and diabetic ulcer wounds could also be
explored.
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ABSTRACT

Teucrium poliumis widely used in Algerian folk medicine as to treat wounds. The aim of this study
was to evaluate the chemical composition, antioxidant and wound healing properties of Teucrium
polium essential oil. The composition was obtained by a combination of GC-FID and GC-MS
analyses. The antioxidant activity was evaluated by in vitro assays (total antioxidant capacity,
DPPH and bleaching of B-carotene). The in vivo wound healing potential of an ointment containing
10% of T. polium essential oil was investigated. The main components were in this order: 3-pinene,
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germacrene, a-pinene, myrcene, limonene, bicyclogermacrene, trans-B-guaiene, spathulenol and
B-bourbonene. Teucrium polium essential oil displayed a moderate antioxidant activity. The in
vivo experiments showed that 10% OEO accelerated the wound healing process in comparison
with controls. This study provides a scientific rationale for the use of Teucrium polium essential oil in

the treatments of wounds.

Introduction

Lamiaceae is one of the largest families of flowering plants
comprising about 250 genera and over 7,000 species.
Most of the plants of this family are aromatic and there-
fore important source of essential oils (EOs); Lamiaceae
are widely used as culinary herbs and reported as medic-
inal plants in several folk traditions (1). Teucrium genus
comprising more than 300 species is the largest of the
Lamiaceae family in the Mediterranean area (2,3).

Algeria is one of the major countries in Africa with
a remarkable floristic richness related to its ecosystem
and landscape diversity. The number of taxa of its flora
is estimated at about 4000 including 300 endemic taxa of
which approximately 90% are present in the north of the
country (4). Unfortunately, notwithstanding this large
patrimony of Algerian flora, until now, only a few spe-
cies have been studied.

In Algeria, Teucrium polium is represented by 12
subspecies including the most common T. polium
L. subsp. polium and T. polium L. subsp. capitatum
(5,6). The latter is a perennial, pubescent, aromatic
plant, 20-50 cm high, white or grey hairs on stems,
with green-grayish and white flowers.
T. polium is widely used in Algerian folk medicine
as antidiabetic, antihypertensive and to treat wounds
(7). In addition, many biological activities have been
ascribed to different extracts of this plant, such as

leaves

antioxidant, hepatoprotective, anti-cancer, antimicro-
bial, antinociceptive, and analgesic activities (3).
According to a recent review (8) which analyzed
about 270 papers dealing with the chemical composi-
tion and the antimicrobial activity of T. polium
essential oil, a-pinene, B-pinene, spathulenol, verbe-
nene, p-myrcene were individuated as the main com-
ponents. These oils showed a mosquitocidal,
repellent and insecticidal activities (9,10), and anti-
microbial properties (11,12).

The aim of the present study has been to report the
chemical composition of the essential oil T. polium
subsp. capitatum collected in Algeria, and, for the first
time to establish the antioxidant and wound healing
properties by in vitro and in vivo studies, as well as the
safety of its dermal traditional use.

Materials and methods
Plant material

The flowering aerial parts of Teucrium polium subsp.
capitatum were collected in May 2018, from M’sila
(Algeria). The plant was identified and authenticated
taxonomically by Sarri D. (Department of Nature
Sciences and Life, University of M’sila). A voucher spe-
cimen of the plant is deposited in the herbarium (AB-13,
2018) of the same Department.
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Essential oil isolation

One-hundred grams of air-dried aerial parts of the plant
were subjected to hydrodistillation using a Clevenger
apparatus according to the current European
Pharmacopoeia (13) until there was no significant
increase in the volume of oil collected (3 h). The oil
was dried over anhydrous sodium sulphate and stored
under N, in a sealed vial until required.

Essential oil analysis

Gas chromatographic (GC) analyses were run on
a Shimadzu gas chromatograph, Model 17-A equipped
with a flame ionization detector (FID), and with an
operating software Class VP Chromatography Date
System version 4.3 (Shimadzu). Analytical conditions:
SPB-5 capillary column (15 m x 0.10 mm x 0.15 pm),
helium as carrier gas (1 mL/min). Injection in split
mode (1:200), injected volume 1 pL (4% essential
0il/CH,Cl, v/v), injector and detector temperature 250
e 280°C, respectively. Linear velocity in column
19 cm/sec. The oven temperature was held at 60°C for
1 minute, then, programmed as reported previously
(14). Percentages of compounds were determined from
their peak areas in the GC-FID profiles.

Gas-chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
was carried out in the fast mode on a Shimadzu GC-
MS mod. GCMS-QP5050A, with the same column and
the same operative conditions used for analytical GC-
FID, operating software GCMS solution version 1.02
(Shimadzu). Ionization voltage 70 eV, electron multi-
plier 900 V, ion source temperature 180°C. Mass spectra
data were acquired in the scan mode in m/z range
40-400. The same oil solutions (1 pL) were injected
with the split mode (1:96).

Identification of components of essential oils

The identity of components was based on their GC
retention index (relative to Co-C,, n-alkanes on the
SPB-5column), computer matching of spectral MS
data with those from NIST MS libraries (15), the com-
parison of the fragmentation patterns with those
reported in the literature (16) and, whenever possible,
co-injections with authentic samples.

Total antioxidant capacity (TAC) assay

The TAC of T. polium EO was evaluated by the phos-
phomolybdenum method (17). An aliquot of 0.3 mL of
the EO was combined with 3 mL of the reagent solution
(0.6 M of sulfuric acid, 28 mM of sodium phosphate and

4 mM of ammonium molybdate). The tubes were incu-
bated in a water bath at 95 °C for 90 min. After the
samples were cooled at room temperature and the
absorbance was measured at 695 nm. The total antiox-
idant activity was calculated by the following equation:

TAC (%) = ([Asumple - Acontrol] /Ablank) x 100

where Agmple is the absorbance of the sample mixed
with the reagent solution, Aconrol is the absorbance of
deionized water mixed with the sample and Ay, is the
absorbance of the reagent solution mixed with deio-
nized water. The antioxidant activity was expressed in
ug of Ascorbic Acid Equivalent per mg of EO (ug AAE/
mg EO). All tests were carried out in triplicate.

DPPH scavenging assay

The free radical scavenging activity of samples was
measured (18). Different concentrations of EO were
mixed with the freshly prepared 0.1 mM DPPH in
methanol. The mixture was left to stand at room tem-
perature in the dark for 30 min and the absorbance was
recorded at 517 nm. The ability to scavenge the DPPH
radical was calculated using the following equation:

DPPH scavenging capacity (%)
= [(Ablank _Asample) /Ablcmk] x 100

where Ay is the absorbance of the control reaction
(containing all reagents except the test compound) and
Agample is the absorbance of the test compound. The
sample concentration providing 50% inhibition (IC50)
was calculated by plotting inhibition percentages against
concentrations of the sample. BHT was used as the
reference compound. All tests were carried out in
triplicate.

B-carotene/linoleic acid assay

The ability of the EO to inhibit the lipid peroxidation
has been evaluated using the B-carotene/linoleic acid
assay (19). The solution of B-carotene/linoleic acid mix-
ture was prepared by dissolving 0.5 mg of B-carotene in
1 mL of chloroform with 25 pL of linoleic acid and
200 mg of tween 40. After complete evaporation of
chloroform, 100 mL of distilled water saturated with
oxygen (30 min) was added to the mixture under vigor-
ous stirring. 2.5 mL of the emulsion was added to 350 uL
of EO at different concentrations. BHT was used as
positive control and the methanol and distilled water
as negative control. The absorbance was measured at
490 nm after 24 hours of incubation at room



temperature in the dark. The antioxidant activity (AA%)
was calculated, using the following equation:

AA% = (AE / AEfy) x 100

where AE: Absorbance in the presence of the EO after
24 h and AEt,: absorbance in the absence of the EO at
0 h. All measurements were performed in triplicate.

Animals

New Zealand albino rabbits weighing (1.9-2.1 kg) were
purchased from Pasteur Institute of Algiers (Algeria),
they were fed ad libitum with water and kibble diet.
Animal studies have been authorized by the
Institutional Ethics Committee (Registration N°:
DOIN01UN280120150001) and all procedures were
performed according to the International Council for
Laboratory Animal Science (20).

Before the experimental procedure, an area on the
back of the rabbits was shaved with an electric razor.
The animals were left in their cages 24 hours to verify
the absence of irritation of the shaved zone (21).

Preparation of the ointment

The essential oil of T. polium was incorporated in pet-
roleum jelly (PJ) (Unilever, France) at a concentration
of 10% to obtain the Ointment Essential Oil OEO 10%.

Namely, 10 g of essential oil was blended with 100 g
of petroleum jelly previously melted in a water bath. The
formulation was manually mixed to obtain a homogeneous
mixture. This is a traditional preparation used by local
herbalists to treat wounds (7).

Cicatryl-Bio (CIC), an allanthoin-based pharmaceu-
tical preparation (Pierre Fabre, Paris, France) was used
as a reference drug.

Acute dermal irritation

The study was conducted according to the Organization
for Economic Co-operation and Development (OECD)
guidelines 404 (22). The OEO 10% was applied topically
on the back of the animals at an amount of 0.5 g per
rabbit. The animals were observed for mortality and any
toxic or deleterious effects with special attention given
to the first 4 h and then once daily for a period of 14 days
following the topical application. At the application
sites, the skin was observed for signs of erythema,
edema and local injury. The body weight and food
intake were also recorded.

JOURNAL OF ESSENTIAL OIL RESEARCH e 3

Evaluation of wound healing activity

The rabbits were randomly divided into four groups of
four rabbits as follows: the first group was untreated
(UT), the second group treated with the reference drug
(CIC), the third group with OEO 10% and the fourth
group with petroleum jelly (PJ).

Animals were anaesthetized using intraperitoneal injec-
tion of ketamine (90 mg/kg)-xylazine (10 mg/kg) (23).
A circle of 2.5 cm in diameter was drawn on the skin of
the lumbar region, which was then excised. Excisional
wounds were immediately treated, and the animals were
placed in individual cages with clean litters. Preparations
(CIC, OEO 10% and PJ]) were topically applied at an
amount of 0.5 g per rabbit once per day for 16 days (24).

The dimensions of excision wounds were measured
every 4 days during the trial period by tracing the wounds
on a transparent paper and measuring through the graph
paper. The percentage of the evolution of wound con-
traction was calculated using the following formula (25):

% Wound contraction = |[(Initial wound size — Specific day wound size) /

Initial wound size] X 100

Histological section

At the end of the experimentation, the rabbits were
sacrified. The tissue slices were fixed in formalin (10%)
for 72 h. The samples were dehydrated by passing them
through three successive baths of ethanol. Then, they
were thinned in two baths of xylene and embedded in
paraffin by two successive baths at 60°C each one. The
paraffin blocks obtained were then cut with
a microtome, rehydrated and stained with haematoxy-
lin-eosin (26) and examinated by Optika B-500
microscope.

Statistical analysis

The data obtained in the studies were subjected to one
way of analysis of variance (ANOVA) for determining
the significant difference (GRAPH PAD). The results
are presented as means + SD. The inter-group signifi-
cance was analyzed using the Tukey test and differences
were considered significant at p < 0.05.

Results

Extraction yield and chemical composition of
essential oils

The hydrodistillation of the aerial parts of T. polium
subsp. capitatum gave an oil with a yield of 0.53% =+
0.05% (v/w). The chemical composition was determined
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by a combination of GC-FID and GC-MS analyses.
Table 1 lists the 83 components identified in the oil,
which have been subdivided into four classes: mono-
terpene hydrocarbons (MH), oxygenated monoterpenes
(OM), sesquiterpenes (S) and others (O), being the last
class representative of not terpenoid components.

T. polium subsp. capitatum EO was found to be rich
in MH (ca. 60% and 11 compounds), S was the second
class (ca. 30% of total and 27 compounds), a low content
of OM (ca. 6% and 31 compounds), finally the O class
with a total amount largely below 1% with 13
compounds.

The main components identified in the EO were in
this order: B-pinene (ca. 33%), germacrene D (ca. 17%),
B-pinene (ca. 10%), myrcene (ca. 8%), limonene (ca. 7%),
bicyclogermacrene (ca. 3%), trans-p-guaiene (ca. 1.7%),
spathunelol (ca. 1.6%) and B-bourbonene (ca. 1.3%). All
other compounds comprising also all oxygenated mono-
terpenes and the other class were below 1%. Figure 1
shows the typical GC profile of this essential oil.

In vitro antioxidant activity

The in vitro antiradical activity of T. polium essential oil
was evaluated by TAC, DPPH and bleaching test of -
carotene.

The experimental results obtained by the total antiox-
idant capacity test show clearly that the studied essential
oil is significantly (p < 0.001) less powerful antioxidant
than the reference standard (508.91 + 7.56 ug EAA/mg
and 417.98 + 1.85 pg of EAA/mg, respectively).

In the DPPH-free radical method, the essential oil
and the BHT depleted the initial DPPH concentration
by 50% but at different concentrations. The ICs, of
essential oil in compared with BHT was very signifi-
cantly low (p < 0.001) (5550.33 + 0.10 ug/mL and
14.6 + 0.71 pug/mL, respectively).

In the case of inhibition of P-carotene bleaching
assay, the antioxidant capacity is determined by inhibit-
ing the formation of the conjugated diene hydroperox-
ides arising from linoleic acid oxidation. The essential
oil was not able to effectively complete inhibit the lino-
leic acid oxidation, and only 53.52% + 1.48 inhibitions
were achieved at 2 mg/mL concentrations, which were
significantly (p < 0.001) far below the positive control
BHT which showed a value of 89.10% + 0.55 at the
concentration of 2 mg/mL.

Acute dermal irritation

The animals were divided into the following four groups:
untreated group (UT); treated with Cicatryl-Bio group
(CIC); 10% essential oil ointment group (OEO 10%);

petroleum jelly group (P]). They were observed fre-
quently during the 14 days following the topical applica-
tion of 0.5 g of OEO 10%. No poisonous signs or
mortality have been observed. The rabbits did not show
any critical changes in behavior and breathing, any dis-
ability in feeding and water utilization, or postural irre-
gularities and loss of hair. There were no irritation signs,
no erythema, eschar, edema, or any other reactions on the
skin of all animals after topical application.

Evolution of the healing process of wounds

During the healing period, and according to a specific
interval of time of 4 days, the wounds were regularly
measured and photographed. The assessment of the
evolution of the surface of each wound excision was
performed on the treated and untreated animals; the
comparison between the different groups is indicated
in Table 2 and Figure 2.

There was a progressive and time-dependent
decrease of the wound surface area. All treated animals
showed a significant reduction in wound area when
compared to the untreated group (p < 0.05). A very
high significant difference (p < 0.001) was observed
between all treated groups and the untreated group at
the end of the experimentation. The treated group with
OEO 10% produced greater wound contraction com-
pared with the other treated groups (CIC and PJ). There
was no significant difference between the treated group
with the OEO 10% and the group treated with the drug
reference Cicatryl regarding the percentage of wound
contraction during all the periods of healing.

Histological sections

The results of histopathological examination are showed
in Figure 3, which allows comparing cicatricial zones of
rabbits (treated or not treated) to a healthy zone on the
same histological cut of the same sample.

The histological sections belonging to the untreated
and PJ treated groups showed an inflamed dermis, infil-
trant epidermal and incomplete epithelization with
poorly formed granulation tissue and sparse distribution
of collagen fibers and a plenty of inflammatory cells.
These observations were in accordance with the wound
healing process delay (Figure 3(a,b)). On the contrary,
animals topically treated with CIC and OEO 10% showed
a better re-epithelization resulting in more regular cell
layers and more epidermal ridges with abundant granula-
tion tissue formation and higher collagen content (Figure
3(c,d)). These histopathological observations provided
additional evidences of the wound healing activity of
OEO-based formulation.



Table 1. Chemical composition of Teucrium polium essential oil*
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Table 1. (Continued).

# RI® RI Class/Compounds % SD # RI° RI Class/Compounds % SD
Monoterpene Hydrocarbons (10) 59.7  0.003 82 1849 Perhydro farnesyl acetone* 04 0.001
3 930 931 a-Thujene 0.1 0.000 Others (12) 0.5 0.001
4 939 941 o-Pinene 9.7 0.004 1 855 855 2E-Hexenal 0.1 0.000
5 954 954 Camphene 0.3 0.000 2 902 923 Heptanal t -
6 960 959 Thuja-2.4 (9)-diene 0.1 0.000 13 1042 1048 Benzene acetaldehyde t -
7 979 987 pB-Pinene 328 0.016 15 1055 1063 Pentyl iso butanoate 0.1 0.003
8 990 996 Myrcene 7.8 0.005 21 1112 1110 1-Octen-3-yl acetate t -
9 1017 1020 a-Terpinene t 0.000 35 1201 1207 Decanal t -
101026 1028  o-Cymene 0.1 0.000 46 1317 1319 3E-Hexenyl tiglate t -
11 1029 1036 Limonene 7.3 0.005 48 1332 1333 Hexyl tiglate t -
12 1037 1041 B-Z-Ocimene 0.2 0.000 50 1359 1363 Eugenol 0.1 0.000
14 1050 1052 B-E-Ocimene 1.1 0.001 55 1400 1410 Tetradecane t -
18 1088 1091 Terpinolene 02 0.005 73 1600 1604 Hexadecane 0.1  0.002
Oxygenated Monoterpenes 30 6.2 0.007 75 1612 1620 Tetradecanal 0.1 0.004
16 1072 1078 cis-Linalool oxide t - 83 1900 1866 Nonadecane t 0.000
171082 1088 C.amphenllone t y *The numbering refers to elution order, and values (relative peak area % +
19 1096 1101 Linalool 02 0.005 e - b
SD) represent averages of 3 determinations (t = trace, < 0.05%); “Literature
20 1105 1105 P-Fenchocamphorone 0.1  0.006 . % S . .
Retention Index (RI); “Retention index (RI) relative to standard mixture of
221116 1113 endo-Fenchol 0.1 0001 n-alkanes on SPB-5 column; “Tentatively identified by MS data onl
23 1126 1127 B-Campholenal t - ; y Y y-
24 1140 1142 Nopinone 03 0.001
25 1139 1145 trans-Pinocarveol 0.8 0.006
26 1142 1148 trans-Sabinol 0.1  0.006
27 1143 1151  cis-Sabinol 03 0.000
28 1158 1162 Nerol oxide t -
29 1164 1167 Pinocarvone 0.6 0.001 : H
30 1169 1172  Borneol 02 0.000 Discussion
31 1177 1182 Terpinen-4-ol 0.1 0.020 . o .
32 1188 1189 B-Terpineol 5 - The yield (0.53% + 0.05, v/w) of T. polium belongs to the
33 1195 1199  Myrtenal 08 0013 interval of values reported in the literature ranging
34 1195 1201  Myrtenol 06 0016 0 o .
36 1205 1214 Verbenone 01 0000 between 0.14% and. 0.6% (6).. Chr'omatogral.)hlc data
37 1216 1224 trans-Carveol 0.1 0.001 showed that T. polium EO is mainly constituted by
381229 1233 Nerol 0.2 0.000 monoterpene hydrocarbons and characterized by B-
39 1241 1245 Cumin aldehyde 0.1 0.001 . i
40 1243 1248 Carvone 01 0000 pinene (33%) as the most leading component followed
411267 1275 Geranial t 0.001 by sesquiterpenes with a high amount of germacrene
42 1271 1279 Perilla aldehyde 0.1 0.001 o dal £ d
43 1285 1289 Bomyl acetate 03 o000 D (17%) and a low content of oxygenated monoter-
44 1290 1296  Thymol 04 0068 penes. This profile is more or less similar to those pre-
45 1298 1303 trans-Pinocarvyl acetate 0.1 0.000 . .
47 1326 1330 Myrtenyl acetate " 3 viously rePorted (5.,6,27—29), but very different f.rom
51 1361 1368 Neryl acetate 0.1 0.000 other studies reporting the preponderance of sesquiter-
52 1381 1383 Geranyl acetate 0.1 0.047 : . ot :
58 1436 1452 Neryl acetone 01 00 penes in the chemical characterization of.EOs d(.erlved
Sesquiterpenes (26) 30.0 0.170 from other ecotypes (Jordan, France, Algeria, Serbia, the
49 1338 1343 G-Elemene 0.1 0.001 Balkans, and Iran) (8). On the basis of a literature sur-
53 1388 1392 B-Bourbonene 1.3 0.004 R A K
54 1390 1397 B-Elemene 01 0004 vey, many other compounds have also been identified in
56 1420 1426 B-Ylangene 0.3 0.000 T. polium oil including 6-cadinene and a-cadinol (30),
57 1430 1442 B-Copaene t - .
50 1454 1457 a-Humulene 01 0.001 undecane, dodecane, tridecane, lycopersene (9), a-
60 1466 1469 allo-Aromadendrane 05 0000 pinene, verbenol, a-terpineol (31), spathulenol and epi-
61 1479 1475 y-Muurolene 0.1 0.000 z (1 1) D . . (12)
62 1481 1496 Germacrene D 166 0016 onaren , germacrene D, ocimene, B-pinene g
63 1489 1498 p-Selinene 05 0.081 limonene and camphor (32).
64 1500 1507 Bicyclogermacrene 3.2 0.205 : . . . _
65 1502 1513  transp-Guaiene 17 015 ”lj}}e dlfferenc? in ‘Fhe quality or quantity (?f th.e com
66 1502 1517 y-Patchoulene 03 0.063 position of volatile oils may be due to genetic, differing
67 1513 1521 y-Cadinene 03 0014 chemotype, drying conditions, mode of distillation and/
68 1523 1528 &-Cadinene 05 0.177 : . o
69 1538 1540 a-Cadinene 01 0.000 or extraction and geographic or climatic factors (28,31).
70 1561 1566 Germacrene B 0.2 0.008 Results obtained in this study showed that T. polium
71 1575 1568 Germacrene D-4-ol 0.2 0.005 EOh d ioxid .. . 1
72 1578 1588 Spathulenol 16  0.006 ave a moderate antioxidant activity against severa
74 1592 1609 Viridiflorol 0.1 0.004 charged radicals with the highest efficiency in hydrogen
76 1640 1631 epi-a-Cadinol 0.1 0.005 ¢ transfer-based (HAT) and mixed-mode elect
77 1642 1651 epi-a-Muurolol 04 0.001 atoms transter-base and mixed-mode electron
78 1654 1665 a-Cadinol 06  0.001 transfer (ET/HAT) assays and weak efficiency in inhibi-
79 1676 1684  Cadalene tooo tion of lipid peroxidation. These results were similar to
80 1688 1697 Eudesma-4 (14)7-dien-1B-ol 02 0.001 )
81 1700 1704 Eudesm-7 (10)7-en-4-ol 06 0.001 those reported by Mahmoudi and Nosratpour (28) and
(Continued) Bendjabeur et al. (5).
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Figure 1. GC profile of Teucrium polium essential oil, for the peak numbering, see Table 1.

Table 2. Effect of different treatments on the evolution of the healing process of excision wounds.

Wound contraction (%)

Number of days
Group 4 8 12 16
ut 15.73 £ 0.07 23.93 £ 0.21 25.57 £ 0.50 42.62 + 0.48
clc 19.87 + 0.23 29.48 +0.28 58.33 + 0.24** 85.25 + 0.02***
OEO 10% 5.63 +£0.23 24.03 £ 0.12 62.90 £ 0.28*** 89.61 + 0.17***
PJ 17.91 £ 0.12 26.86 + 0.21 32.83 £ 0.15% 67.16 + 0.14**

Values are expressed as mean +SD (n = 4), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 when treated groups are compared to the UT group. UT: untreated group; CIC:
group treated with Cicatryl-Bio; OEO 10%: group treated with essential oil ointment; PJ: group treated with petroleum jelly.

Several molecules, among those identified in the essen-
tial oil under examination, are endowed with various
pharmacological properties such as antimicrobial, anti-
oxidant, anti-inflammatory and analgesic effects (33-35).

Acute dermal toxicity corresponds to the adverse
effects occurring within a short time of dermal applica-
tion of a single dose of a test substance (36). In our
study, no signs of dermal toxicity were observed after
the application of the T. polium ointment. Based on our
data, short-term treatment with EO-based formulation
appears safe. The OEO 10% significantly improved the
wound healing process after excision in albino rabbits.
On histological examination, the treated groups
(Cicatryl-Bio, OEO 10%) showed higher collagen
deposition and complete re-epithelialization. The best
results were obtained with OEO 10%. The treatment
with the ointment had a strong impact on the granula-
tion and epithelialization of wounds, accelerated tissue
repair and reduced the duration of this process. This
may be due to the combined effects of the bioactive
constituents, mainly terpenes. The dermal absorption

of EO-based substances, as these terpenes increase the
percutaneous absorption of drugs and other compounds
due to their lipophilic characteristics. According to Cal
and Sopala (37), the maximum concentration of ter-
penes in the stratum corneum and epidermis was
obtained within 15 min of application. This bioavail-
ability of the active molecules stimulates the inflamma-
tory cell production (macrophage type-2) which is a key
regulation step of the wound healing process. The anti-
inflammatory effect is essential to shorten the healing
period as well as to reduce pain and scarring (38).

Our data confirm results obtained in previous
studies performed with extracts in other animal
models (39), reported that the treatment with an
extract from callus tissue derived from T. polium
had a strong impact on the granulation and epithe-
lialization of wounds, accelerated tissue repair, and
reduced the duration of the wound healing process
in rats. Ansari et al. (40) also demonstrated the
effectiveness of a 2% T. polium extract with 91.5%
of wound contraction against 75.3% for the reference
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Day 0
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Figure 2. Chronology of excision wound healing in different groups. UT: Untreated group, CIC: Cicatryl-treated group, OEO 10%:
ointment essential oil 10%-treated group and PJ: petroleum jelly-treated group.

Figure 3. Histological evaluation of wound skin sections stained with hematoxylin and eosin (40 X magnification). a and b: UT and PJ-
treatment, respectively, showing fewer collagen fibers and a plenty of inflammatory cells; ¢ and d: animals treated with OEO 10% and
CIC drug reference, respectively, showing better healing and complete re-epithelialization.

drug silver sulfadiazine cream on experimental sec-
ond-degree burns in mice.

Conclusion

Results of this study showed that the 10% ointment
obtained from the essential oil of T. polium is signifi-
cantly effective in wound healing and could accelerate

the wound-healing process in the excision model on
rabbits. Moreover, acute dermal toxicity assessment in
albino rabbits indicated that the ointment essential oil of
T. polium is potentially safe over a two-week treatment
period corresponding to a typical application time in the
therapy of wounds. The present study corroborates
scientifically the traditional claims of T. polium in
wound healing.
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