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Introduction

Introduction

Depuis I’antiquité les plantes entretiennent une relation étroite avec les humains. Elles sont
essentielles a la biodiversité et contribuent de maniere significative au bien-étre humain en
servant de source de nourriture, de remeédes médicinaux et parfois en jouant un rdle dans les
rituels religieux. L’homme dans son environnement a accordé un intérét croissant pour I'étude
des plantes médicinales et leur utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde
(Dibong et al., 2015). L’Algérie, grace a ses vastes etendues de forét et de paturage constitue
un veritable réservoir phytogénétique avec environ 4000 taxons selon (Belkassam et al., 2021),
notamment en ce qui concerne les plantes aromatiques médicinales qui ont la capacite de
synthétiser plusieurs composés appelés métabolites secondaires, constituent donc un immense
réservoir de composés d’une grande diversité chimique, possédant un large éventail d’activités
biologiques (Chaouche et al., 2016). Mais celui-ci est encore méconnues et trés peu exploite en
raison du manque d'études sur ses vertus et ses richesses potentielles.

De nombreux extraits de plantes médicinales ont été validés pour leurs propriétés cytotoxiques
et antiprolifératives (Patel et Patel, 2020). Ces caractéristiques sont souvent utilisées pour
inhiber la prolifération des cellules cancéreuses (Adewale et al., 2024). Ils jouent également un
role dans la prévention ou la réduction des risques de maladies telles que le diabéte,
I’athérosclérose, problemes rénaux et hypertension, troubles de mémoire, accidents vasculaires
et les maladies coronariennes. Effectivement, bien que les plantes médicinales aient de
nombreux avantages thérapeutiques, il est important de noter que certains de leurs constituants
peuvent présenter des risques. Certains peuvent étre potentiellement toxiques, mutageénes,

cancérigenes et tératogénes (EI-Alami, 2021).

En effet, I’utilisation des plantes médicinales et aromatiques pour 1’industrie cosmétique et
pharmaceutique, ainsi que pour la production alimentaire, reste un domaine vierge en Algérie
(Ait Hammou et al., 2013).

Dans le but de valoriser la flore locale, notre travail porte sur Salvia verbenaca L. (la sauge
verveine), une espece médicinale appartenant a la famille des Lamiacées, répandue dans les
régions mediterranéennes et utilisée traditionnellement pour ses propriéteés therapeutiques
(Topcu, 2006 ; Arceusz et al., 2017).

L'objectif principal de notre étude était d'évaluer les activités cyto-anticytotoxique, géno-

antigénotoxiques et phytochimiques de l'extrait brut de cette plante, ainsi que ses effets


https://www.cancer-environnement.fr/fiches/publications-du-circ/monographies-vol-108-cancerogenicite-de-certains-medicaments-plantes-medicinales/
https://www.cancer-environnement.fr/fiches/publications-du-circ/monographies-vol-108-cancerogenicite-de-certains-medicaments-plantes-medicinales/
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protecteurs contre la toxicité induite par le peroxyde d'hydrogene (H202), un agent chimique
connu pour endommager fortement les cellules en augmentant le stress oxydatif (Sies, 2017).

. Pour illustrer ces objectifs, notre étude a été divisée en deux parties principales : une partie
théorique, présentera une revue bibliographique traitant la description botanique de la famille,
du genre et de I'espéce, ainsi qu'un rappel sur les métabolites secondaires, la génotoxicité et la
cytotoxicite.

La deuxieme partie, de nature expérimentale, détaillera le matériel utilisé, les méthodes suivies

et les résultats obtenus. Enfin, une conclusion résumera les principaux résultats de notre travail.
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Chapitre 1 Géneralités

1. Généralités sur la Famille des Lamiacées

1.1. Description botanique sur la famille des lamiacées

Les Lamiacées sont une famille de plantes appartenant a I'ordre des Lamiales, comprenant 236
genres et 7200 especes (Baldini et al., 2022). La famille était auparavant connue sous le nom
de Labiatae ou famille de la menthe. Toutefois, en 1820 le nom a été changé en Lamiaceae. Les
Lamiaceae se distinguent par une représentation étendue d'herbes aromatiques, d'arbustes et
d'arbres aux branches quadrangulaires. Les genres les plus importants de cette famille sont
Salvia, Scutellaria, Stachys, Plectranthus, Hyptis, Teucrium, Vitex, Thymus et Nepeta (Baldini
et al., 2022). La famille en question se caractérise par une tige carrée et des feuilles opposées,
décussées, ornées de nombreux points glandulaires. Les fleurs sont fortement zygomorphes et
présentent deux lévres distinctes. Une proportion importante des espéces de cette famille est
connue pour posséder des propriétés tres aromatiques, qui peuvent étre attribuées a la présence
d'huiles essentielles composées de monoterpénes, de sesquiterpénes et de phénylpropanoides
(El-Segai et al., 2013).

Figure 1. Photos représentant quelques espéces de la famille des Lamiaceae. (A): Salvia
officinalis L., (B): Salvia hispanica L, (C): Thymbra capitata L (D): Thymus saturejoides Coss,
(E): Rosmarinus officinalis L., (F): Mentha spicata L., (G): Melissa officinalis L., (H): Leonurus
sibiricus L., (1): Thymbra spicata L., (J): Orthosiphon aristatus Miq, (K): Lycopus lucidus
Benth, (L): Scutellaria baicalensis Georgi, (M): Ocimum espéces, (N): Mesona chinensis
Benth., (O): Leonotis leonurus L. R.Br (Rattray et Van Wyk, 2021).
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1.2. Distribution géographique des Lamiacées
A. Dans le monde

La famille des Lamiacées est un groupe diversifié, comprenant 236 genres et 7 200 especes
dans le monde. La famille des Lamiaceae est tres importante en raison de ses nombreuses
applications en médecine, en art culinaire et en cosmétique (Alipour et al., 2023). La majorité
des especes se trouvent dans les régions tempérées chaudes de la Méditerranée et de I'Asie du
Sud-Ouest. L'Amérique du Nord et du Sud ainsi que I'Afrique du Sud servent de centres

secondaires pour cette famille (Aspatwar et al., 2024) (Figure 2).

= >
®

Salvia officinalis L. Thymus species Leonotis leonurus (L.) R.Br. Mesona chinensis Benth.
_ Melissa officinalis L. - Lycopus lucidus Turcz. ex Benth. Mentha species Orthosiphon aristatus (Blume) Miq.

B 1hymbra spicata L. | | Scutellaria baicalensis Georgi Rosmarinus officinatis L. [ Leonurus sibiricus L.

Figure 2. Représentation géographique de la distribution mondiale des différentes usines de
laminés (Baldini et al., 2022).

B. En Algérie

L'Algérie est I'un des pays les plus riches en biodiversité du bassin méditerranéen. Sa flore est
tres appréciée pour ses propriétés aromatiques et médicinales (Maalem et Abi malik, 2019).
Cette richesse est due a la diversité des zones bioclimatiques du pays. La famille des lamiacées
est I'une des plus importantes de la flore algérienne (Maalem et Abi malik, 2019).

1.3. Usage pharmacologique et nutritionnel des Lamiacées

La famille des Lamiacées est d'une grande importance en raison de ses nombreuses applications
(Alipour et al., 2023). La majorite des especes sont aromatiques et contiennent un mélange de
composés bioactifs qui ont conduit a leur utilisation dans les industries cosmétiques,
pharmaceutiques et alimentaires, principalement sous forme d'huiles essentielles (Baldini etal.,
2022) tels que la menthe, le romarin, le basilic, la sauge, la marjolaine, le thym, la lavande,
origan (Aspatwar et al., 2024).
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2. Description botanique du genre Salvia

Le genre Salvia, qui fait partie de la famille des Lamiacées, compte environ 900 especes de
plantes réparties dans le monde entier (Benabdelkader et al., 2007). Les especes de Salvia sont
généralement herbacées, mais certaines sont des arbustes ou des arbres. Les tiges de Salvia sont
généralement quadrangulaires, inclinées, et les feuilles sont généralement entieres, mais parfois
dentées ou pennées. Les hampes florales portent de petites bractées inégales. Les fleurs de
Salvia sont généralement tubulaires ou en forme de cloche, avec deux levres, et peuvent étre de

différentes couleurs, y compris le bleu, le rouge, le blanc et le rose (Carl von, 1805).

Smiltiorrhiza S.plectranthoides S yunnanensis S.trijuga

Figure 3. Images de quelques especes de Salvia (Chunhong et al., 2013).

2.1. Distribution géographique du genre Salvia

A. Dans le monde

Le genre Salvia compte environ 900 especes dispersées dans le monde entier, principalement
dans les régions de la Méditerranée, de I'Afrique du Sud-Est et de I'Amérique centrale et du Sud
(Hong et al., 2020), dont 500 espéces en Amérique centrale et du Sud, 250 espéces dans les
pays méditerranéens et en Asie centrale et enfin 90 espéces en Asie de I'Est (Benabdesslem et
al., 2020) (figure 4).
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Figure 4. Distribution mondiale des espéces appartenant au genre Salvia (Benabdesslem et
al., 2020)

B. En Algérie

L’Algérie compte 18 espéces du genre Salvia (Quezel et Santa, 1963). 1ls se trouvent dans une
variété d'habitats, y compris les prairies, parmi les arbres et les arbustes dans les champs non
cultivés, sur les flancs des collines, dans les zones rocheuses, les rives des oueds, les maquis et
les clairieres forestieres, sur des sols argileux ou sablonneux, depuis le niveau de la mer jusqu'a
une altitude de 2000 metres (Benmouhoub et al., 2018). Le tableau 1 montre les principales

especes de Salvia et leurs localisations en Algérie.
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Tableau 1. Localisation des principales espéces du genre Salvia en Algérie (Quezel et Santa,
1963 ; Benmouhoub et al., 2018).

Espéce Localisation

Rare dans : Dahra & Pont du Cheliff
Aures, Oued Abdi et dans les Garrigues

S. balansae de Noé

S. jaminiana de Noé Batna, El Outaia et Biskra
S. verbenaca L Dans toute 1’ Algérie
S. aegyptiaca L Commun dans paturages desertiques

) Endémique des montagnes du Sahara central, du Hoggar et
S. chudaei Battettrab

du Tibesti
S. phlomoides Asso Pousse dans pelouses, rocailles
S. horminum L Commun dans le Tell
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2.2. Propriétés et usage traditionnel de quelques especes du genre Salvia

Les différentes espéces de Salvia sont largement utilisées comme plantes médicinales et ont
conservé leur importance pendant une période considérable. Comme l'indique leur nom Salvia
signifie « sauveur » en latin et est une plante utilisée pour soigner une multitude de maladies tel
que le Diabéte, le Cancer et I’ Alzheimer (Benabdesslem et al., 2020). 1ls possédent un certain
nombre d'effets bénéfiques, notamment des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
antinociceptives, anticancéreuses, antimicrobiennes, antidiabétiques, antiangiogéniques,
hépatoprotectrices, cognitives et d'amélioration de la mémoire (Btonska-Sikora et al., 2023).
L'utilisation des feuilles de Salvia dans la médecine traditionnelle a été documentée pour le
traitement symptomatique des troubles dyspeptiques légers, tels que les brllures d'estomac et
les ballonnements. En outre, les feuilles de Salvia ont éte utilisées pour soulager la transpiration
excessive et pour le traitement symptomatique des inflammations de la bouche ou de la gorge,
ainsi que des inflammations cutanées mineures (Acharya et al., 2018).

La Salvia est également utilisée dans I'industrie de la viande et du poisson comme antibactérien
naturel, dans I'industrie cosmétique comme additif de parfum et de savon, et dans l'architecture

textile et paysagere comme colorant végétal (Dogan et al., 2023).

L) (b)

Figure 5. Salvia verbenaca, a) la partie aérienne, b) les fleurs (Abdur-Rauf et al., 2022).

3. Description botanique de Salvia verbenaca
S. verbenaca est une plante herbacée vivace, atteignant de 10 a 50 cm de hauteur, caractérisée
par sa partie superieure velue, odorante et parfois glandulaire. Ses tiges légérement ramifiées

portent des grappes de fleurs bleu foncé au printemps. Les feuilles oblongues, mesurant de 2 a
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3 cm de large, sont souvent crenelées ou incisées-lobées, avec la partie supérieure sans
pédoncule. Les fleurs, de petite taille et généralement bleu péle ou blanchatres, sont disposees
en verticilles proches les uns des autres, formant une grappe courte. Le calice fruitier présente
des levres presque fermees, couvertes de poils. La corolle, environ deux fois plus longue que le
calice, a des levres larges et trés inégales, avec la lévre supérieure comprimée et incurvee en
forme de faux. Pousse dans les pelouses séches, les talus et au bord des chemins (Abdur-Rauf
etal., 2022).

3.1. Classification botanique de I’espéce Salvia verbenaca selon (Quezel et Santa, 1963)
Régne : Plantae

Embranchement : Spermatophyta

Sous-embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espece : Salvia verbenaca L

4. Les métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes qui jouent un réle dans
I'interaction de la cellule (organisme) avec son environnement. Ces composés sont souvent
impliqués dans la protection des plantes contre les stress biotiques ou abiotiques (Bansal et al.,
2015).

Ces métabolites sont souvent produits dans une phase postérieure a la croissance, n'ont aucune
fonction dans la croissance (bien qu'ils puissent avoir une fonction de survie), sont produits par
certains groupes taxonomiques restreints.

De micro-organismes, ont des structures chimiques inhabituelles et sont souvent constitués de
mélanges de membres étroitement apparentés d'une méme famille chimique (Rana et ruby,
2015). Les métabolites secondaires des plantes peuvent étre classés en quatre classes
principales : les terpénoides, les composés phénoliques, les alcaloides et les composés soufrés.
Chacun renferme une trés grande diversité biologique (Abdulrahman et al., 2018).

4.1. Composés phénoliques

Les composés phenoliques sont des metabolites secondaires trés répandus, dotés d'une

puissante activité biologique (Nurzynska-Wierdak, 2023). Ces composés sont tres répondus
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dans le réegne végétal, lls possedent diverses activités biologiques notamment des propriétés
antioxydants, anti-radicalaires, anticancéreux et méme inhibiteurs d’enzymes. Ces composés
phénoliques peuvent étre classés selon plusieurs criteres en plusieurs catégories : les
flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins qui sont des produits
de la polymérisation des flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes et
d’autres classes existent en nombres considérables (Dacosta, 2003).

a. Les flavonoides

Les flavonoides sont presque omniprésents dans les plantes et sont reconnus comme les
pigments responsables des couleurs des feuilles, surtout en automne. Abondants chez les
plantes supérieures, ils sont riches dans les graines, les agrumes, I'huile d'olive, le thé et le vin
rouge. Ce sont des composés de faible poids moléculaire composés d'une structure a trois
anneaux avec diverses substitutions. Cette structure de base est partagée par les tocophérols
(vitamine E) (Chithan et al., 2001).

b. Les tanins

Les tanins sont des composes phénoligues de poids moléculaire élevé, allant de 500 Da a plus
de 3000 Da. lls sont présents dans diverses parties des plantes telles que les feuilles, I'écorce,
les fruits, le bois et les racines, principalement dans les tissus cellulaires et les vacuoles. Leur
présence est étroitement liee aux mécanismes de défense des plantes contre les herbivores
mammiferes, les oiseaux et les insectes. Les tanins sont également solubles dans I'eau a des
températures allant de 20 a 35°C (Behrad et al., 2011).

c. Les polyphénols

Les polyphénols sont en effet omniprésents dans le regne végétal, se trouvant dans diverses
parties des plantes, notamment les racines, les tiges, les fleurs et les feuilles. Leur présence est
particuliérement notable dans certains aliments que nous consommons réguliérement, tels que
les fruits et Iégumes, les boissons comme le vin rouge, le thé, le café et les jus de fruits, ainsi
que dans les céréales, les graines oléagineuses et les légumineuses. Les fruits et Iégumes sont
particulierement riches en polyphénols, contribuant a environ la moitié de notre apport
quotidien en ces précieux composés (Middleton et al., 2000).

Ils jouent un role essentiel dans de nombreux processus physiologiques, comme la croissance
cellulaire, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

4.2. Métabolites secondaires isolés du genre Salvia

Les recherches phytochimiques sur les espéeces de Salvia ont permis d'identifier et d'isoler une

vaste gamme de métabolites secondaires. Parmi ceux-ci, on trouve notamment les composés
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phénoliques, les terpénoides, les flavonoides, les alcaloides et les huiles essentielles. Ces
métabolites conferent aux Salvia leurs caractéristiques aromatiques distinctives ainsi que leurs

propriétés pharmacologiques et biologiques (Abdur-Rauf et al., 2022).
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1. Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est le processus fondamental par lequel une cellule mere donne naissance a
deux cellules filles identiques I'une a l'autre et a la cellule dont elles sont issues. Il comprend
deux étapes principales : I'interphase, au cours de laquelle les chromosomes se répliquent, et la
mitose, au cours de laquelle les chromosomes sont répartis entre les deux cellules filles (Meijer,
2003).

~—___ MPHASE

' mitosis \

i {nuclear e,
| division) cylokmesh

(cytoplasmic ™
div,sion) hid

G, PHASE

S PHASE G, FHase

{DNA replication)

Figure 6. Schéma représentatif des phases de la division cellulaire (Alberts et al., 2002)

1.1. L’interphase

L'interphase est constituée de la phase de synthése (phase S) séparée par les phases
intermédiaires G1 et G2.

-La phase G1: Au cours de la phase G1, la cellule est stimulée par des mitogenes
extracellulaires et des facteurs de croissance. En réponse a ces stimuli, la cellule traverse la
phase G1 et procede a la synthése de I'ADN en phase S (Israels et al., 2000).

-La phase S: La phase S correspond a la phase de synthése d'ADN, la cellule réplique son
ADN afin que chaque cellule fille recoive une information génétique rigoureusement identique

a celle de la cellule mére (Giet et al., 2010).

-La phase G2 : La phase est l'intervalle entre I'achévement de la synthése de I'ADN (S) et la

mitose (Israels et al., 2000).
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1.2. La mitose

Se compose de 4 étapes : la prophase, la métaphase, I’anaphase et la télophase (Grunwald et al.,
2010).

-La prophase, ou début de condensation des chromosomes et formation du fuseau mitotique.

-La métaphase, avec alignement des chromosomes a mi-distance entre les deux péles.

-L’anaphase, phase de séparation des deux chromatides sceurs et migration en direction des

deux péles du fuseau.

-La télophase, ou I’enveloppe nucléaire se reforme autour de la chromatine. Au cours de cette
phase, un anneau contractile d’actine et de myosine s’assemble dans le cortex, a mi-distance
entre les deux poles et resserre la zone équatoriale. Ce processus, appelé cytodiérese, sépare les

deux cellules filles 1’une de 1’autre.

mitosis cytokinesis

interphase prophase  prometaphase metaphase anaphase telophase

~l [ ", ” .. - -~

ﬂ.\\ /‘IV l I)I»&/Nw :\([/éj‘l%\}m \1V l,,’“\ — &’ @ @,\
4\ /‘ ;l&}n 7!\ |\ I,‘;\ /\ {\ (\ /\,

1 M PHASE [
& )

. INTERPHASE

DNA replication

Figure 7. Différentes phases du cycle cellulaire (Alberts et al., 2002).

2. La régulation du cycle cellulaire

Pour assurer I’ordre immuable de la succession des quatre phases du cycle cellulaire, la cellule
dispose de systeme de régulation hautement perfectionnes basé sur (Grunwald et al., 2010;
Amirali et al., 2019; Gordon et al., 2023).

a. Les cyclines et les kinases cyclines-dépendantes

Les kinases dépendantes des cyclines (CDK) sont une famille de protéines kinases qui jouent
un réle majeur dans la régulation du cycle cellulaire. Elles sont également impliquées dans la
régulation de la transcription, le traitement des ARN messagers et la différenciation des cellules

nerveuses. Les CDK se lient a des protéines régulatrices du cycle cellulaire appelées cyclines.
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L’association de la CDK et de la cycline confére son activit¢ au complexe, ils peuvent
phosphoryler d’autres protéines pour avancer dans le cycle cellulaire.

b. Les kinases inhibitrices WEEl et MYT1

-WEEL est une kinase qui prévient I’entrée prématurée en mitose en ajoutant une

phosphorylation inhibitrice sur la CDK1.

-MYT1 a un r6le similaire, en inhibant également la CDK1 et en prévenant 1’entrée

prématurée en mitose.

c. Les phosphatases

Les phosphatases sont des enzymes qui enlévent les groupes phosphate des molécules. Elles
jouent un réle crucial dans de nombreux processus biologiques, y compris la désactivation des
CDK en enlevant les groupes phosphate ajoutés par WEE1 et MYT1.

d. Les inhibiteurs protéiques des CDK

I1 existe deux familles principales d’inhibiteurs des CDK chez les mammiferes : les Cip/Kip
(p21, p27, p57) et les INK4 (p15, p16, p18, p19).

2.1. La polymérisation des microtubules

Les microtubules sont en effet des éléments essentiels de la cellule. Ils font partie du
cytosquelette des cellules eucaryotes, avec les filaments d’actine et les filaments intermédiaires,
et sont collectivement responsables de la majeure partie de la structure et de 1’organisation
spatiale de la cellule. Les microtubules jouent également un réle dans le transport, la migration,
la réorganisation cellulaire, et ont de nombreuses fonctions dynamiques, y compris le
mouvement via des protéines motrices telles que la kinésine et la dynéine, le battement des cils
et des flagelles, ainsi que la ségrégation et la séparation des chromosomes pendant la division
cellulaire (David, 2007).

Les microtubules sont des filaments creux cylindriques ayant un diameétre d’environ 25 nm et
une longueur variant de 200 nm a 25 pm. Ils sont composés de sous-unités d’a-tubuline et de
B-tubuline liées au GTP, qui s’assemblent pour former des protofilaments. Ces derniers
interagissent longitudinalement, polymérisant en microtubules stables. Cependant, ces
filaments cylindriques sont dynamiques, car ils subissent un assemblage et un désassemblage
répété (Haiyi et al., 2020). La dynamique d’instabilité des microtubules est un processus
essentiel pour la cellule, lui permettant de s’adapter rapidement a ses besoins en modifiant la

longueur et la structure des microtubules. Cela joue un réle crucial dans des processus tels que
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la division cellulaire, le transport intracellulaire et la formation du fuseau mitotique (Haiyi et
al., 2020; Takashi et Tetsuya, 2014).

2.2. Les mécanismes du cycle cellulaire

L’entrée dans le cycle cellulaire se fait au niveau de la phase G1 apres activation des complexes
Cdk4/cycline D et Cdk6é/cycline D par des signaux extracellulaires, comme les facteurs de
croissance (Annicotte et al., 2011).

L'induction de la cycline D par des signaux mitogenes est nécessaire a la progression cellulaire
au début de la phase G1 jusqu'au point de restriction (R). Aprés le point R, la progression de la
cellule dans le cycle cellulaire devient indépendante de ces signaux.

Dans la phase G1, I'activité des complexes CDK/Cycline peut étre inhibée par des inhibiteurs
de CDK (CKI). Les complexes Cdk4/cycline D phosphorylent les protéines de la famille Rb
(protéine du rétinoblastome) : PRB, p107 et 130. Ces protéines appartiennent a un complexe de
répression transcriptionnelle qui inhibe I'expression de nombreux genes impliqués dans la
transition G1/S et la progression en phase S. La phosphorylation de pRb par les complexes
cycline/CDK libére les facteurs de transcription E2F, qui induisent I'expression de génes
impliqués dans la progression du cycle cellulaire. Pendant la phase G2 du cycle cellulaire, les
kinases Weel et Mytl maintiennent le complexe CDK1/cycline B dans un état inactif. La
déphosphorylation de ce complexe par les phosphatases CDC25 entrainera son activation,

permettant ainsi le passage de la phase G2 et I’entrée a la mitose (Benzaref, 2005).

Mit ose
G2
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Mit ogenes
\ - Complexe inactif Complexe actif
erE) : Nl T
l Cycline B Cycline B
VO -\ (cpbk1) W‘ee1 ( cok1
)\ @ ?C)’C/ine E... Bet a5 Myt1 Bet vis T4
l
G1 s G2 Mit ose
4 > 1 |

Figure 8. Les mécanismes de la régulation du cycle cellulaire (Benzaref, 2005).
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1. Définition de la cytotoxicité

Est un phénomeéne par lequel une cellule cible subit la mort & la suite d'une agression extérieure
appelé effet cytotoxique. La cytotoxicité peut étre initiée par lI'action du complément ou par la
formation de pores dans les membranes par des substances chimiques et biologiques ou des
agents physiques peuvent provoquer une cytotoxicité en affectant les cellules a des degrés
divers (Istifli et Ila, 2019).

1.1. Les tests de cytotoxicité

La cytotoxicité est définie comme le taux d'effets toxiques dans une cellule vivante. Un certain
nombre de tests sont utilisés pour élucider cette relation (Istifli et lla, 2019). Ces tests ont été
développés comme une alternative a I'utilisation d'animaux dans la recherche, en particulier les
rongeurs, les lapins et les porcs.

Les tests de cytotoxicité sont utilisés pour étudier I'effet toxique sur un type de cellule, en
utilisant une méthode qui évalue un parameétre spécifique (croissance cellulaire, intégrité
cellulaire, activité fonctionnelle de la cellule, etc). A ce jour, il existe plusieurs méthodes d'étude
de la cytotoxicité, dont celles basées sur la perturbation de la perméabilité membranaire et celles
basées sur l'altération de la prolifération cellulaire (Fasla, 2009).

2. Définition de la génotoxicité

La génotoxicité désigne la capacité des agents physiques, chimiques ou biologiques a
endommager l'information génétique d'une cellule, ce qui peut entrainer des mutations et
éventuellement des tumeurs malignes. Bien que la génotoxicité soit souvent confondue avec la
mutagénicité, tous les agents mutagénes sont génotoxiques, mais tous les composés
génotoxiques ne sont pas nécessairement mutagéne (Djeussi et al., 2014). Pour détecter ces
molécules, les chercheurs recherchent des dommages a I’ADN dans les cellules exposées a des
substrats toxiques. L’altération peuvent étre soit directes en induisant une modification de
I’ADN (mutations géniques) ou des chromosomes (mutations chromosomiques), soit indirectes
comme la modification de la structure des nucléotides avant incorporation dans ’ADN ou
I’inhibition des enzymes de synthése ou de réparation (ADN polymérase, ligases,
topoisomérases) (Mutations génomiques) (Cachot et Dégremont, 2009).

2.1 Les agents génotoxiques

Les agents génotoxiques sont des agents qui ont la capacite d'altérer I'information genétique
codée par I'ADN. Ces agents peuvent étre divisés en trois groupes distincts :

a. Les agents biologiques : Elles peuvent étre d'origine endogéne ou exogene. Les molécules

endogenes sont celles qui résultent du métabolisme normal des cellules et qui ont le pouvoir de
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causer des dommages a I'ADN, comme dans le cas du stress oxydatif, et les molécules exogénes,
comme les virus (Cachot et Dégremont, 2009).
b. Les agents chimiques (souvent électrophile) : Ce sont des mutagenes électrophiles qui
établissent une liaison covalente avec un site nucléophile d’une base d’ADN. Parmi les sites
nucléophiles, les azotes aromatiques, les groupements hydroxyles et carbonyles de bases
constitutives d’ADN qui constituent les cibles privilégiées des agents chimiques génotoxiques
(Benhacine et Sahil , 2016). On en distingue :

- Les analogues d’acide nucléique (Jean et Hall, 2000).

- Les agents intercalaires (Back et Rogers, 1982).

- Les modificateurs de bases : tel que les agents alkylants (Benhacine et Sahil, 2016) et

les moutardes a I'azote (Golsteyn et Lusy, 2014).
c. Agents physiques
Les agents physiques sont principalement des rayonnements ionisants de haute énergie, tels que
les rayons X ou les rayons gamma, et des rayonnements non ionisants, tels que la lumiére
ultraviolette. Ces agents peuvent induire diverses mutations (Cachot et Dégremont, 2009).
2.2. La relation entre le stress oxydatif et la génotoxicité
Le stress oxydatif désigne un déséquilibre entre la production de radicaux libres, principalement
les espéces réactives de I'oxygene (ERO), et les capacités antioxydantes d'un organisme. Chez
les plantes, ce stress peut étre déclenché par divers facteurs environnementaux tels que la
sécheresse, la salinité, les métaux lourds et les rayons ultraviolets. Les ERO comprennent des
molécules telles que le peroxyde d'hydrogene (H20:), I'anion superoxyde (O2:*") et le radical
hydroxyle (OHe), qui peuvent causer des dommages cellulaires significatifs (Gill et Tuteja,
2010). Ces dommages incluent la peroxydation des lipides membranaires, lI'oxydation des
protéines, et surtout les altérations de I'ADN.
Les ERO peuvent provoquer des cassures simples et doubles brins de I'ADN, des modifications
de bases, ainsi que la formation de pontages ADN-protéines, ce qui entraine une importante
génotoxicité. Ces altérations peuvent avoir des conséquences graves sur la stabilité génomique
des plantes, affectant leur croissance, leur développement et leur capacité de reproduction
(Dubey et al., 2012). Les plantes ont mis au point des mécanismes sophistiqués pour se protéger
contre les dommages oxydatifs. Ces mécanismes comprennent des systemes enzymatiques tels
que les superoxyde dismutases (SOD), les catalases (CAT) et les peroxydases (POD), ainsi que
des antioxydants non enzymatiques tels que I'acide ascorbique, le glutathion et les flavonoides.
Cependant, lorsque le stress oxydatif dépasse les capacités de défense antioxydante de la plante,

des dommages génotoxiques peuvent survenir, entrainant des mutations et éventuellement des
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maladies ( Foyer et Noctor, 2011). Des recherches récentes ont démontré que I'exposition a des
concentrations ¢levées de peroxyde dhydrogéne (H:20:) peut entrainer une génotoxicité
significative chez diverses especes végétales (Apel et Hirt, 2004). En synthése, le stress oxydatif
est étroitement associé a la génotoxicité chez les plantes. Les ERO en excés peuvent
endommager I'ADN, provoquant des mutations et des altérations chromosomiques (Collins,
2009). Bien que les mécanismes de défense antioxydante jouent un rdle crucial pour limiter ces
dommages, leur efficacité peut étre dépassée dans des conditions de stress sévere (Faisal et al.,
2020).
2.3. Les tests de génotoxicité
Les tests de génotoxicité et de mutagénicité visent a identifier les altérations qui peuvent
prédire le potentiel mutagene d'une substance. Parmi les méthodes les plus couramment
employées, on compte le test d'’Ames, Test des échanges de chromatides sceurs, les tests des
comeétes, les tests du micronoyau et le test d'aberration chromosomique (Tarantini, 2009).
a. Test des cométes
Le test des cometes (électrophorése sur gel unicellulaire) est de plus en plus répandu dans les
tests de génotoxicité. Il a acquis une popularité considérable en tant que technique standard
d'évaluation des dommages et/ou de la réparation de I'ADN en raison de sa sensibilité a détecter
de faibles niveaux de dommages a I'ADN, de son applicabilité a divers tissus et/ou a des types
de cellules particuliers, de sa nécessité de disposer d'un petit nombre de cellules par échantillon
et de la facilité et de la rapidité générales de I'exécution du test (Hartmann et al., 2009) (Figure
9).
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Figure 9. Photographie de catégorisation des dommages causés a I'ADN par le test des
cometes. A) Mesure de la longueur de la queue/de la téte (en um), B) Pas de dommage, C)
Faible dommage, D) Dommage moyen, E) Dommage sévére et F) Dommage total (Hartmann
et al., 2009).

b. Test d’Ames

Le test d’Ames est un test de mutation génétique qui permet de déterminer si une substance
chimique est capable d'induire des mutations dans une bactérie. Le test est réalise sur des
souches de Salmonella typhimurium (His-), porteuses d'une mutation dans I'un des genes
régissant la synthese de l'acide aminé histidine. Cette mutation (His-) rend les souches
incapables de se développer sur un milieu de culture dépourvu d'histidine.

Avec une fréquence propre a chagque souche, ces mutations (His-) peuvent spontanément
revenir a (His+). Les bactéries porteuses de cette mutation inverse peuvent alors se développer
sur un milieu dépourvu de cet acide aminé.

L'exposition de bactéries a un agent mutagéne peut entrainer une augmentation notable de la
fréguence des mutations inverses. Le test d'’Ames a été mis au point pour mesurer cette induction
de mutation inverse, notamment en évaluant la formation de colonies de bactéries His+ (Maron
etal., 1983).
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Figure 10. Principe d’application du test d’Ames (Maron et al., 1983).

c. Test des micronoyaux

Les micronoyaux (MN), également connus sous le nom de « corps de Howell-Jolly », ont
été identifiés pour la premiére fois dans le cytoplasme des érythrocytes et appelés «
fragments de matériel nucléaire » par Howell ou « corpuscules intra-globulaires » selon la
terminologie de Jolly. Il est bien connu que le MN se forme principalement pendant
I'anaphase a partir de chromosomes entiers ou de fragments de chromosomes qui ne
parviennent pas a étre incorporés dans les noyaux filles en raison d'une mauvaise fixation
au fuseau pendant la mitose. Ces fragments de chromosomes ou chromosomes disloqués
sont finalement recouverts d'une membrane nucléaire et sont morphologiquement similaires
au noyau apres une coloration nucléaire standard, a I'exception d'une taille plus petite.
L'interprétation des résultats des tests MN est beaucoup plus facile et rapide que celle des
résultats des tests AC Les tests MN in vitro et in vivo sont rapides, trés fiables et permettent
d'identifier un large éventail de lésions de I'ADN au niveau chromosomique, en particulier
pour évaluer le risque de lésions génotoxiques. En outre, le test MN est la seule méthode

permettant de détecter I'aneuploidie (Mehmet et al., 2017).
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Figure 11. Schéma de formation des micronoyaux (Aye et al., 2013)
d. Test des aberrations chromosomiques

Le test d'aberration chromosomique (AC) détecte les agents toxiques qui induisent des
chromosomes anormaux, des cassures de chromosomes ou de chromatides et des translocations
qui jouent un réle dans I'étiologie du cancer et de diverses maladies génétiques humaines. Les
effets des composés peuvent étre étudiés soit sur des animaux entiers in vivo, soit sur des
cellules cultivées in vitro.
Dans les deux cas, la cellule ou I'animal est traité avec le composé testé et incubé avec un
inhibiteur de métaphase (généralement la colchicine ou le colcémide). La présence d'aberrations
est analysée au microscope aprés une coloration appropriée. Le test d’aberrations
chromosomiques est l'une des approches les plus sensibles pour prédire les substances
cancérigénes ou mutagénes présentes dans I'environnement et est considéré par certains
chercheurs comme une méthode complémentaire au test d'Ames.
Des rapports antérieurs confirment que le test MN in vitro est une alternative appropriée au test
d’aberrations chromosomiques in vitro. La principale raison de cette implication est liée au
processus de notation. En effet, la notation dans le test AC est intrinséquement complexe. En
revanche, le test MN présente des criteres de notation simples et permet de détecter non
seulement les clastogenes, mais aussi les substances chimiques induisant I'aneuploidie (Mehmet
etal., 2017).

e. Test des échanges de chromatides sceurs
Le test SCE permet de détecter les génotoxines a de trés faibles concentrations. Il permet de
visualiser I'échange réciproque de bras de chromatides appartenant au méme chromosome.
Il permet de visualiser I'échange réciproque de bras de chromatides appartenant au méme

chromosome.
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Il a été utilisé sur plusieurs plantes : Allium cepa, Vicia faba et Nicotiana plumbaginifolia
(Panda et al., 1996).
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Chapitre 4 Matériels et méthodes

1. Matériels

Notre étude a pour objectif d’une part, 1’évaluer 1’effet cytotoxique et genotoxique de I’extrait
aqueux de Salvia verbenaca en utilisant le test d’Allium cepa et d’autre part d’évaluer I’activité
antioxydante et doser quelques métabolites secondaires tels que les polyphénols, les
flavonoides et les tanins. Le test Allium cepa a été utilisé par de nombreux chercheurs,
principalement comme bio-indicateur de la pollution environnementale et pour évaluer le
potentiel génotoxique des plantes médicinales (Strivatava, 2012).

Salvia verbenaca est une espece de sauge largement répandue et native dans différentes régions
d'Algérie. Aprés avoir récolté une quantité suffisante de Salvia verbenaca, les feuilles et les
fleurs ont été séchées a I'ombre dans un endroit sec et aéré pendant 7 jours. Apres le séchage,
I’échantillon est broyé avec un hachoir jusqu’a 1’obtention d’une poudre de granulométrie
homogeéne qui permet I’extraction d’un taux important des composés. La poudre est conservee
dans des sachets bien fermés.

1.1 Le test d’Allium cepa

Les plantes supérieures sont considérées comme des modeles génétiques précieux pour la
détection des mutagenes environnementaux, avec un haut degré d'utilité dans la recherche
scientifique. Parmi les espéces végétales les plus couramment utilisées pour I'évaluation des
dommages a I'ADN, on trouve Allium cepa (Leme et Marin-Morales, 2009). L'espece Allium
cepa L., communément appelée oignon, a longtemps €été considérée comme un membre de la
famille des Liliaceae. Cependant, selon des schémas taxonomiques plus récents, le genre Allium
appartient a la famille des Amaryllidaceae, sous-famille des Allioideae. Ce genre est I'un des
plus grands genres de monocotylédones, comprenant environ 850 especes (Amodeo et al.,
2019).

2. Méthodes

2.1. Extraction

25 g de la poudre végétale a été mis dans un dessiccateur avec une solution hydroalcoolique
(3v/1v) (méthanol/eau distillée) pendant 48h, a 1’abri de la lumicre. Aprés la filtration du
macérat, il a été mis pour évaporation dans un évaporateur rotatif sous vide jusqu'a I’obtention
d’un liquide concentré. L’extrait liquide obtenu a subi un séchage pendant 48h dans I’étuve

réglée a 40°C.
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Figure 12. Les étapes d’extraction méthanolique de Salvia verbenaca

2.2. Préparation des concentrations testées de I’extrait de Salvia verbenaca

Apres avoir obtenu un extrait entierement sec, une concentration mére de 4 mg/ml a été préparée
a partir de laquelle différentes concentrations filles ont été testées (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1

mg/ml, 2 mg/ml).

Figure 13. Préparation des différentes concentrations de 1’extrait de Salvia verbenaca.
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2.3. Le test de cytotoxicité

Les graines de 1’Allium cepa ont été utilisées comme plante modele pour évaluer la cytotoxicité
de I’extrait aqueux de la partie aérienne de Salvia verbenaca. L'expérience a suivi un plan
expérimental comprenant deux répétitions. Chaque répétition correspond a une boite de Pétri
(9 cm de diamétre) contenant 25 graines. Les graines ont été disposées sur du papier filtre
humidifié avec 5 ml de I’extrait. Pour cela cinq concentrations de I'extrait (0.25, 0.5, 1, 2 et 4
mg/ml) ont été évaluées. De I'eau distillée a été utilisée comme témoin négatif.

Aprés le traitement, les boftes ont été maintenues a tempeérature ambiante +2 °C a I'obscurité

pendant 7 jours.

Figure 14. Test de cytotoxicité sur les graines de |’Allium cepa avec les différentes
concentrations de I’extrait aqueux de Salvia verbenaca

2.4. Le test de cytotoxicité et génotoxicité

Pour évaluer la cytotoxicité et la génotoxicité de I’extrait aqueux de Salvia verbenaca, des
graines d’Allium cepa ont été mises a germer dans 1’obscurité jusqu'a ce que la longueur des
racines atteigne entre 1 et 1.5 cm. Ces derniéres ont ensuite été traitées avec 1’extrait de Salvia
verbenaca a différentes concentrations, avec et sans H202 & 6% (control positif), pendant 24
heures. Les différentes combinaisons de traitements sont mentionnées dans le tableau ci-

dessous.
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Tableau 2. Tableau représentant les différents traitements réalisés dans notre étude.

Groupes Concentrations
Groupe 1 Control

Groupe 2 0.25 mg/mi

Groupe 3 0.5 mg/ml

Groupe 4 1 mg/ml

Groupe 5 H20, 6% + Control
Groupe 6 H202 6% + 0.25 mg/ml
Groupe 7 H202 6% + 0.5 mg/ml
Groupe 8 H202 6% + 1mg/ml

Apreés 24 heures, les racines ont été récoltées et fixées dans une solution d'éthanol et d'acide
acétique, puis stockées dans 1’éthanol a 70% a 4 °C pendant au moins 24 heures.

Les pointes racinaires correspondant a chaque traitement ont été traitées dans de I’HCI 1IN a
60 °C, puis colorées avec le réactif de Feulgen pendant 45 minutes. Elles ont ensuite été écrasées
entre lame et lamelle dans une goutte d’acide acétique a 45 %.

Mille cellules ont été évaluées par lame, soit un total de 5000 cellules méristématiques
observées par traitement. Les différentes phases de division mitotique ainsi que les éventuelles
altérations chromosomiques et nucléaires ont été observées et enregistrées.

Les paramétres de cytotoxicité tels que I’indice mitotique (IM), et I’indice de phase (IP)
(prophase, métaphase, anaphase et télophase) ont été obtenus selon (Andrade-Vieira et al.,
2015).

Nombretotaledecellulesendivision
IM (%) = x100

Nombredecellulesexaminées

Nombretotaledecellulesenphasei
IP (%) = pRaeIx100

Totaledescellulesexaminées

Pour les parametres de génotoxicité on a I’indice d'altérations chromosomiques (IA) qui a

été obtenu

1A (%) =

Nombretotaled’aberrationschromosomiques

x100

Totaledescellulesexaminées
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2.5. L’analyse phytochimique

2.5.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait a été déterminée par la méthode adaptée de
(Singleton et Ross, 1965) en avec le réactif Folin- Ciocalteu. Pour cela, 200 ul d'extrait a
différentes concentrations (0.5 mg/ml, 1 mg/ml) ont été mélangées avec 1 ml du réactif de
Folin-Ciocalteu dilué¢ a un rapport de 1 :10. Apres 4 minutes, 800 ul de carbonate de sodium
(Na,COs, 7.5%) ont été ajoutés au mélange. Le mélange a ensuite été incubé a température
ambiante et a I'abri de la lumiére pendant 2 heures. Ensuite, l'absorbance a été mesurée a 765
nm par rapport a un blanc en utilisant un spectrophotométre UV (Alistigsa et al., 2018). Les
résultats sont exprimés en microgrammes équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Figure 15).
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Figure 15. Courbe d’étalonnage des polyphénols réalisée a I’aide de 1’acide gallique.
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2.5.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été quantifiée par la méthode colorimétrique au trichlorure
d'aluminium. Pour cela, 1 ml d'une solution d'aluminium (AICls, 2%) a été ajouté a 1 ml de
I'extrait a deux concentrations (0.5 mg/ml, 1 mg/ml). Le mélange a été incubé pendant 10
minutes a température ambiante, aprés il a été lu & 430 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre. Un
blanc a été réalisé avec 1 ml de solution de trichlorure d'aluminium (AICI3) et 1 ml d'éthanol
(Ibrahim et al., 2007). Les résultats sont exprimés en equivalents microgrammes de quercétine

par milligramme d'extrait (ugEQ/mg d’extrait) (Figure 16).
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Figure 16. Courbe d’étalonnage des flavonoides réalisée a I’aide de 1la Quercétine.

2.5.3. Dosage des tanins condensés

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide (Khali et
al., 2013). Cette technique est basée sur la formation d’un complexe rouge entre la vanilline et
les tannins. Pour cela 3 ml d’une solution de vanilline (4%) et 1.5 ml d’acide hydrochlorique
concentre ont eté ajoutés a 400 pl de chaque échantillon ou standard. Apres 15 min d’incubation
I’absorbance est lue a 500 nm. La concentration des tanins condensés a été déterminée a partir

d’une gamme d’étalonnage établie par la catéchine (0-400 pg/ml) et les résultats sont exprimés
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en microgramme équivalents de la catéchine par milligramme d’extrait (ug ECT/mg d’extrait)

(Figure 17).
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Figure 17. Courbe d’étalonnage des tanins condensés réalisée a I’aide de la Catéchine.

2.5.4. L’activité antioxydante

L'activité de piégeage des radicaux libres de I'extrait a été évaluée par spectrophotométrie a
I'aide de la méthode de piégeage des radicaux DPPH. Cette méthode repose sur le principe selon
lequel plus la solution de DPPH perd rapidement sa couleur, plus le composé testé est puissant
en tant qu'antioxydant (Belmokhtar, 2015). Le radical DPPH (DPPH+) est réduit par un donneur
d'hydrogéne (AH) pour former le radical DPPH-H (A-).

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de 1’extrait testé ainsi que de 1’acide
ascorbique (référence) ont été ajoutés a 1950 pl de solution de DPPH préparée dans du méthanol.
Un blanc a été préparé en ajoutant 50 pl de méthanol a 1950 pl de la solution de DPPH. Apres
30 minutes d'incubation a température ambiante et a I'abri de la lumiere, I'absorbance a été
mesurée a une longueur d'onde de 517 nm a l'aide d'un spectrophotometre.

Le pourcentage d’inhibition du DPPH est établi par 1’équation suivante : Activité anti
radicalaire (%) = [(Ab contrdle — Ab échantillon) /Ab contrdle] x100 Ab contrdle : I'absorbance

du blanc. L'activité antioxydant de I’extrait testé a été exprimée en ICso, qui est défini comme
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la concentration (en pg/ml) nécessaires pour inhiber 50% des radicaux du DPPH, le ICso de

I’extrait a été comparée par la suite au ICso de 1’acide ascorbique (Figure 18).
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Figure 18. Courbe d’étalonnage de I’activité antioxydante réalisée a 1’aide de 1’ Acide
Ascorbique.
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Résultats
1. Test de cytotoxicité

1.1. Elongation racinaire

L'activité cytotoxique de I’extrait hydro-alcoolique des feuilles de Salvia verbenaca a été
évaluée en fonction de leur capacité a inhiber la germination des graines de 1’Allium cepa. Le
graphe a montré une différence dans la vitesse de germination entre les différents groupes, la
germination a eu lieu apres 72 h de traitement pour le groupe contréle, 0.25 mg/ml et 1 mg/ml
et de 96 h de traitement pour le groupe 0.5 mg/ml, 2 mg/ml et 4 mg/ml. Les résultats indiquent
que la faible concentration (0.25 mg/ml) favorise la croissance racinaire par rapport aux
concentrations plus élevées. A 120 et 168 heures, le groupe & 0.25 mg/ml présente la plus
grande longueur racinaire de 8 mm et 14.91 mm respectivement par rapport a tous les groupes
y compris le groupe contréle (5.3 mm et 14.68 mm). Tandis que les concentrations 1 mg/ml, 2
mg/ml, et 4 mg/ml montrent une réduction de 1’élongation racinaire dans tous les périodes de
traitement cette réduction devient significative pour la concentration 2 et 4 mg/ml a partir de
144 h (p<0.05).

= Control
18 -
¥ 0.25 mg/ml
16 I ¥ 0.5 mg/ml
14 l ® 1 mg/ml
Py , = 2 mg/ml
E 12 T
E 10 « W4mg/ml
-él E 3
a8 g . [
£
E o]
2 6
=
o0
RS
=
n di
L N A A I |
24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Durée du traitement (h)

Figure 19. Variation de la longueur racinaire en fonction des concentrations de 1’extrait
aqueux de Salvia verbenaca aprés 7 jours de traitement (*p<0.05).
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1.2. L’indice mitotique

La figure montre la variation de I'indice mitotique (%) des cellules apres 24 heures de traitement
avec différentes concentrations de I'extrait de Salvia verbenaca, avec et sans H2O. Le contrdle
a un indice mitotique d'environ 10%, tandis que le H202 & 6% le réduit drastiquement a environ
1%, indiquant une forte inhibition mitotique due a la toxicité de H.O. Les résultats ont montré
qu'a partir de la concentration de 0.5 mg/ml, I'extrait de Salvia verbenaca réduit de maniére
significative le taux de division cellulaire (indice mitotique) par rapport a celui du contrdle
négatif. En revanche, la concentration de 0.25 mg/ml augmente I'indice mitotique a environ
15%, supérieur a celui du contrdle (10%), montrant une stimulation de I'activité mitotique. Ces
résultats sont positivement corrélés avec les résultats de I'élongation racinaire (figure 19),
indiquant que l'augmentation de I'indice mitotique favorise la croissance des racines. D'autre
part, le traitement des cellules avec H20: et les différentes concentrations de I'extrait
n'augmente pas l'indice mitotique, sauf a la concentration de 1 mg/ml, ou une légere

augmentation de l'indice mitotique a été remarquée.
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Figure 20. Variation de I’indice mitotique en fonction des concentrations de 1’extrait de
Salvia verbenaca apreés 24 h de traitement (***p<0.001).
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1.3. L’indice de phase

Les résultats montrent que le traitement des cellules d'Allium cepa avec différentes
concentrations de I'extrait de Salvia verbenaca affecte la répartition des phases de la division
cellulaire. Dans le groupe témoin. 89.94% des cellules sont en interphase avec un indice
mitotique de 10.06%. L'exposition a H20, (6%) augmente significativement 1’entrée en
interphase (99.36%), tout en réduisant significativement toutes les phases de la division
cellulaire, indiquant une forte inhibition mitotique (indice mitotique de 0.63%) (Tableau 3).
L'extrait de Salvia verbenaca a 0.25 mg/ml réduit l'interphase a 85.1% et augmente les
proportions des cellules en prophase (9.2%), métaphase (1.8%), anaphase (1.6%) et télophase
(2.3%), avec un indice mitotique de 14.9%, suggerant une stimulation de la division cellulaire.
A des concentrations de 0.5 mg/ml et 1 mg/ml, I'interphase augmente respectivement a 94.95%
et 97.35%, tandis que les autres phases diminuent significativement, indiquant une inhibition
de la division cellulaire (indices mitotiques de 5% et 2.65%).

En présence de H>0O», toutes les concentrations de I'extrait maintiennent une interphase
dominante (>97%) et des indices mitotiques tres bas, similaires ou inférieurs a ceux observés
avec H>O; seul, démontrant que I'extrait ne parvient pas a supprimer I'effet inhibiteur de H20>
sur la division cellulaire (tableau 3).

Tableau 3. Effet de I'extrait de Salvia verbenaca sur la division mitotique et la fréquence des

différentes phases de la division cellulaire chez I'Allium cepa (***p<0.001).

Groupes Interphase | Prophase | Métaphase | Anaphase | Télophase Indice
P (%) (%) (%) (%) (%) mitotique
89.94+6.13 | 5.1+1.18 0.40+1.64 2.4+4.82 1.842.12 10.06+0.12
Control
** * ** *hx *kx
H202 (6%) 99.3:3*10.47 0.51(1.43 0'03f2'05 0.1+0.17 0+0 0.63+0.47
85.1+4.24 9.2+1.13 1.8+0.14 1.6+£1.69 2.3£1.27 14.9+4.24
0.25 mg/mi
94.95+3.88 | 3+3.25*** | (0.55+0.49* 0.6+0** 0.94+0.14** 5+3.88***
0.5 mg/ml o . -
97.35%£1.62 | 1.3+0.70** | 0.3£0.28** | 0.65+0.35* | 0.4+0.28** | 2.65+1.62***
1 mg/ml **k* * * * *
0.25 mg/ml+ 99.33+0.90 | 0.66+0.90* 0£0*** 0+0** 0£0*** 0.66+0.90***
HZOZ *k*k **
0.5 99.56+0.75 | 0.43+0.75* 0£0*** 0£0*** 0£0*** 0.43+0.750**
mg/ml+H20: ool ol *
1 mg/ml+ H202 | 97.63+1.95 | 1.3£0.7*** | 0.3£0.51** | 0.3+0.51** | 0.46+0.40* | 2.36+1.95***
*k*k * * **%
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2. Test de génotoxicité

2.1. Indice d’aberrations chromosomiques

La figure montre I’indice d'aberration chromosomique (%) dans les cellules d'Allium cepa apres
traitement avec différentes concentrations de I'extrait de Salvia verbenaca, avec et sans H>Ox.
Concernant les cellules traitées avec I'extrait de Salvia verbenaca uniquement, les
concentrations de 0.25 mg/ml et 0.5 mg/ml ainsi que 1 mg/ml montrent une augmentation du
taux d'aberration chromosomique environ 3%, par rapport a celle du groupe contrdle (1.6%) ce
qui suggere une augmentation des anomalies chromosomiques.

Chez le groupe témoin positif présente un faible taux d'aberrations chromosomiques d'environ
1%, cela est lié a la forte diminution de la division cellulaire (99% des cellules en interphase).
Chez les groupes des cellules traitées avec H202 en combinaison avec l'extrait de Salvia
verbenaca, a différentes concentrations les taux d'aberration chromosomique restent
relativement faibles. A 0.25 mg/ml + H20; et 0.5 mg/ml + H2O, les indices sont inférieurs a
ceux du groupe témoin négatif, cela peut étre di a la faible division cellulaire. Cependant a la
concentration 1 mg/ml + H20., l'indice d'aberration chromosomique augmente légérement a
environ 2%, ce qui indique une légere augmentation des anomalies chromosomiques par rapport

au contrdle et aux autres combinaisons de traitements (figure 21).
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mg/ml+H202 mg/ml+tH202  H202

N w

Indice d'aberration chromosomique (%)
=

Traitements (mg/ml)

Figure 21. Variation de I’indice d’aberration chromosomique en fonction des concentrations
de I’extrait de Salvia verbenaca apres 24 h de traitement.
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2.2. Types d’aberration chromosomique

Différents types d’anomalies chromosomiques ont été observés apres le traitement des cellules
avec les différentes concentrations de 1’extrait de Salvia verbenaca, a savoir la c-mitose, le pont
chromosomique, [’anaphase multipolaire, 1’adhésion chromosomique (stickiness), la
fragmentation, le chromosome vagabond et les cellules binuclées. Cependant, le taux de ces
aberrations n’était pas significatif par rapport au groupe témoin. Il est & noter que parmi toutes
les aberrations rencontrées, 1’adhésion chromosomique était la plus fréquente, suivie par le

chromosome vagabond (tableau 4).

Tableau 4. Fréquence de différents types d’aberration chromosomiques aprés traitement avec

les différentes concentrations de S. verbenaca avec et sans H2O»

Groupes | Micro- Pont A~ | ickness | Fragmentation Ch Bi- Indice
P Mitose | noyau | chromosomique | Mutltipolai nucléaire Vagabon | nucluée | d’aberra
Control 00 00 0,240 0+0 0,9+0,3 0+0 0,15+0,1 | 0,1+0 | 1,35+0,3
H202 0+0 | 0,06+0,1 040 040 1,26+1,32 010 0,23+0,2 | 0,03£0,0 | 1,6+1,45
(6%) 1 5 5
0.25 00 | 0,2+0,14 0,2+0,14 0,30,14 140,14 0,1+0,14 0,7+0,70 | 0,15£0,0 | 2,65+0,9
mg/ml 7 1
0.5 0+0 | 045+0,6 040 040 0,95+0,21 0,05+0,07 0,75£1,0 | 0,240,14 | 2,4+2,12
mg/mi 3 6
0+0 040 0,15+0,07 040 1,05+0,63 010 0,1+0,14 | 0,1+0,14 | 1,4+0,84
1 mg/ml
0.25 00 | 0,33+0.3 00 0+0 00 0,06+0,11 00 0,2+0,26 | 0,6+0,5
mg/ml+ 0
0.5 00 | 0,53+0,9 0,2+0,34 0+0 00 0,03+0,05 00 0,16+0,2 | 0,93+0,9
mg/ml+ 2 0 4
1 0,030, | 0,3+0,17 0,06+0,05 0,13+0,23 | 0,63+0,56 0,1+0,14 0,3+0,26 | 0,4+0,36 | 1,93+0,7
mg/ml+ 05 0
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Figure 22. Les aberrations chromosomiques induites par les différentes concentrations de
I’extrait aqueux de Salvia verbenaca. A : binuclées, B : c-mitose, C : pont chromosomique
(anaphase), D : micro-noyau, E : chromosome vagabond, F : adhésion chromosomique
(Stickness).

3. Dosages des polyphénols et des flavonoides

Les analyses phytochimiques de I’extrait de Salvia verbenaca ont révélé la présence de certains
métabolites secondaires. La détection de ces composés a été effectuée a 1’aide de
spectrophotometre par des essais de réactions colorimétriques, caractérisés par des
changements de couleur spécifiques. Les résultats obtenus, sont mentionnés dans le tableau 5,
indiguent la présence de polyphénols (259.8 mg/g), de flavonoides (80.975 mg/g) et également
des tanins mais en faible quantité (0.661 mg/qg).

Tableau 5. Criblage des Dosages des polyphénols, flavonoides et des tanins de 1’extrait de

Salvia verbenaca

Polyphenols totaux | Flavonoides totaux | Tanins totaux mg
Mg GAE/g mg Q/g CAT/g
Salvia verbenaca 259.8+5.018 80.957+81.268 0.00041+00
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4. L’activité antioxydante

L’¢évaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait de Salvia verbenaca a été au moyen du test
de DPPH. Les résultats indiqués dans le tableau 6 sont relatifs a 1’ICsg (Concentration des
molécules actives necessaires pour inhiber 50% des radicaux libres) de 1’extrait méthanolique
de Salvia verbenaca, et de I’acide ascorbique (référence). La valeur de 1’IC50=59.23pug/ml de
I’extrait refléte une forte activité antioxydante.

Tableau 6. Criblage de L’activité antioxydant de I’extrait de Salvia verbenaca.

1Cso (ug/ml) ECso APR
Salvia verbenaca 59.23 14.80 0.065
Acide Ascorbique 2+0.01 0.0005 2000

Discussion

Le test d’Allium offre de nombreux avantages en tant que méthode de dépistage de la
génotoxicité des produits chimiques dans I'environnement en raison de sa sensibilité et de sa
bonne corrélation avec les systémes de test mammifeéres in vitro (Teixeira et al., 2003 ; Ventura
et al., 2008). Ce test constitue un essai in vivo essentiel, dans lequel les racines sont en contact
direct avec les substances étudiées, permettant ainsi de détecter des dommages potentiels a
I'’ADN, pouvant étre comparés a ceux observeés chez les humains. Les chromosomes des plantes
et des animaux présentent des similarités morphologiques et réagissent de maniere comparable
aux agent mutagenes et génotoxiques (Nefic et al., 2013).

L’indice mitotique

L’indice mitotique est considéré comme un parametre puissant pour estimer la fréquence de la
division cellulaire (Marcano et al., 2004). Le test de I’Allium cepa est considéré comme un
modele de référence pour I’évaluation de la cytotoxicité et de la génotoxicité (Lubini et al.,
2008, Bagatini et al., 2009).

Dans notre étude presque, toutes les concentrations d'extrait de Salvia verbenaca (0.5 mg/ml, 1
mg/ml, 2 mg/ml et 4 mg/ml) ont diminué le taux de la division cellulaire par rapport a celui du
contrble. Des études précédentes similaires sur les extraits de différentes plantes médicinales
ont causé une diminution de la division cellulaire mitotique dans les extrémités racinaires d'A.
cepa (Khanna et Sharma, 2013).

La diminution de 1'IM suggere la suppression de I'activité mitotique dans I’A. cepa par I'extrait
de Salvia verbenaca. Comme I'IlM est une estimation quantitative des activités mitotiques dans
un organisme, donc la réduction de I’IM est due aux constituants des extraits aqueux qui ont a

leur tour des effets cytotoxiques (Sreeranjini et Siril, 2011).
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L'IM est une mesure acceptable de la cytotoxicité chez tous les organismes vivants (Smaka-
Kinel et al., 1996). Le niveau de cytotoxicité peut étre déterminé par la diminution de I’indice
mitotique. Une diminution de I'lM en dessous de 20% par rapport au témoin négatif peut avoir
un impact létal sur lI'organisme (Antonsiewicz, 1990), tandis qu'une diminution en dessous de
50% a géneralement des effets sublétaux (Panda et Sahu, 1985) et est appelée la valeur limite
de cytotoxicité (Sharma, 1983).

Dans notre cas ’extrait de Salvia verbenaca a été capable de diminuer le taux de division
cellulaire de 50% et 70% chez les groupes traités avec les deux concentrations 0.5 mg/ml et 1
mg/ml respectivement, cette diminution a été accompagnée par une diminution considérable de
1’¢élongation racinaire.

D’autres part les différentes concentrations €taient incapables de stimuler la division cellulaire
en présence de 1’H20; sauf pour la concentration 1 mg/ml, une 1égere augmentation de I’IM a
été constaté.

La diminution de I'IM explique la cytotoxicité potentielle et suggere les effets inhibiteurs,
mitodépressifs et antiprolifératifs des extraits testés sur les cellules méristématiques des
extrémités racinaires d'A. cepa. La réduction de l'activité mitotique pourrait étre due a
I'inhibition de la syntheése de I'ADN ou a un blocage en phase G2 du cycle cellulaire, empéchant
la cellule d'entrer en mitose (Sudhakar et al., 2001). Elle peut également étre due a une synthese
altérée de nucléoprotéines et a un niveau réduit d'ATP pour fournir I'énergie nécessaire a
I'allongement des fuseaux, a la dynamique des microtubules et au mouvement des chromosomes
(Majewska et al., 2003).

A partir des résultats obtenus ici nous suggérons que les concentrations testées de 1’extrait de
Salvia verbenaca notamment 0.5 mg/ml et 1 mg/ml ont des effets inhibiteurs sur la croissance
des racines et la division cellulaire de I’Allium cepa et peuvent empécher la synthese d’/ADN et
par conséquent réduire le nombre de cellules en division dans les racines cela revient
principalement a la composition biochimique des molécules secondaires qui se trouvent dans
I’extrait.

Les aberrations chromosomiques

Dans le test de génotoxicité toutes les concentrations testées de 1’extrait étaient capables
d’induire des aberrations chromosomiques notamment la plus faible 0.25 mg/ml (2.65%).
Dans le test d’anti-génotoxicité (traitement extrait+ H2O>), toutes les concentrations (sauf 1
mg/ml) ne montrent pas d'effet protecteur sur les dommages a I'ADN induits par le H.O>

(blocage de la division cellulaire).
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La concentration 1 mg/ml était capable d’atténuer légérement la toxicité de I’H202 cela a
manifesté par une 1égére augmentation de 1’indice mitotique (2.26%) par rapport a celui de
I’H202 (6%) (0.63%), malgré que cette augmentation était accompagnée par une augmentation
de la fréquence des aberrations chromosomiques.

Quant aux aberrations chromosomiques différents types ont été détectées suite au traitement
avec les différentes concentrations d'extrait sans et avec le H.O,. Parmi les aberrations les plus
fréquentes 1’adhérence des chromosomes (stickness), selon (Kuras, 2004) ce type d’aberration
est attribuée a la désorganisation de la chromatine, et cet effet est lié a un déséquilibre dans la
quantité d'histones ou d'autres protéines responsables du contrdle de la structure correcte de la
chromatine nucléaire. Cependant (Yildiz et Arikan, 2008) a suggéré que I'adhérence est une
conséquence de I'agglomération de I'ADN et de la complexité des fibres interchromatiniques.
Le deuxieme type le plus fréquent était le pont chromosomique, selon (Neelamkavil et Thoppil,
2014) le pont chromosomgiue est le resulat de deux de cassures chromosomiques et
chromatiniennes, et peuvent conduire a I'aneuploidie.

L’analyse phytochimique

Le test phytochimique a montré que I’extrait de Salvia verbenaca possede une quantité assez
considérable de polyphénols, de flavonoides, 259.8 mg/g et 80.95 mg/g respectivement, la
présence de tanins a été également détectee.

Les recherches de Hayakawa et al. (1999) et Perez-Carreon et al. (2002) ont mis en évidence
que certains composés naturels présents dans les plantes, tels que les flavonoides, les
polyphénols, les alcaloides et les tanins, peuvent avoir des effets mitodépressifs et causer des
dommages chromosomiques a des concentrations élevées. A des concentrations plus faibles,
ces mémes extraits peuvent agir comme des agents antigénotoxiques. Cependant, dans notre
étude, méme la concentration la plus faible (0.25 mg/ml) a stimulé la division mitotique et induit
des aberrations chromosomiques. Nos résultats contredisent plusieurs études antérieures qui
suggerent que diverses espéeces du genre Salvia ont des effets protecteurs contre les dommages
oxydatifs induisant la génotoxicité (Cristovao et al., 2007 ; Nassar et al., 2021 ; Bendrihem et
al., 2024). En particulier, la concentration la plus faible (0.25 mg/ml) a provoqué le taux
d’aberration le plus élevé. Selon Zeiger (2003), une concentration plus élevée d’un extrait peut
étre antimutagene, tandis qu’une concentration plus faible peut étre mutageéne, ou vice versa.
Perez-Carreon et al. (2002) soulignent que les métabolites secondaires, comme les polyphénols,
peuvent étre utilisés comme agents thérapeutiques, ces phytochimiques actifs induisant la

clastogénicité des cellules pouvant étre exploités dans la recherche anticancéreuse.

38



Conclusion



Conclusion

Conclusion

En conclusion, cette étude est la premiere a évaluer 1’activité cytotoxique, génotoxique et
antigénotoxique de 1’extrait brut hydro-méthanolique de Salvia verbenaca contre le H2O. en
utilisant le test d’Allium cepa. L'extrait hydro-méthanolique de Salvia verbenaca, couramment
utilisé en médecine traditionnelle, montre clairement des effets cytotoxiques a des
concentrations de 0.5 mg/ml et 1 mg/ml, se manifestant par une inhibition de la croissance des
racines et une diminution de I'indice mitotique. A une concentration plus faible de 0.25 mg/ml,
I’extrait a également montré des effets génotoxiques, avec un taux d’aberrations
chromosomiques le plus €levé parmi tous les groupes testés. Cet extrait contient des substances
bioactives, notamment des polyphénols, des flavonoides et des tanins, qui semblent jouer un
role essentiel dans l'inhibition et le retardement de la germination de [I'Allium cepa,
particulierement a des concentrations ¢élevées (1, 2 et 4 mg/ml). Cependant, I’extrait n’a pas
révélé d’activité antigénotoxique claire dans toutes les combinaisons testées, le taux de division
étant trés faible. Ces résultats suggérent que, bien que 1’extrait de Salvia verbenaca possede des
propriétés cytotoxiques et génotoxiques potentiellement bénéfiques, des précautions doivent
étre prises lors de son utilisation en médecine traditionnelle. De plus, des études cytogénétiques
supplémentaires in vitro et in vivo sont nécessaires pour approfondir notre compréhension des
mécanismes sous-jacents a ces effets et pour établir des procédures slres pour I'utilisation de

cet extrait.
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Résumé

L’extrait de Salvia verbenaca a été étudié afin d'analyser son teneur totale en polyphénols, en
flavonoides, en tanins ainsi que son activité de piégeage des radicaux libres DPPH, son
cytotoxique, génotoxique et antigénotoxique contre le H.O,. La teneur totale en phénols
(méthode de Folin-Ciocalteu) s'est révélée étre 259.8 mg EAG/g. La teneur totale en
flavonoides (méthode du Chlorure d'aluminium) a montré que la teneur totale en flavonoides
est 80.95 mg EQ/g. La teneur en tanins est 0. 661 mg CAT/g. L’extrait hydro-méthanolique de
S. verbenaca a montré une forte activité antioxydante déterminée par le test de piégeage des
radicaux libres DPPH.

L’extrait hydro-alcoolique de Salvia verbenaca a montré un effet inhibiteur de 1’élongation
racinaire de 1’Allium cepa notamment avec les concentrations 2 mg/ml et 4 mg/ml. De plus,
cet extrait réduit I'indice mitotique et augmenté l'indice d'aberration chromosomique chez
I'Allium cepa. Des altérations chromosomiques telles 1’adhésion chromosomique (Stickness),
le pont chromosomique, le chromosome vagabond ainsi que le micronoyau ont été observées
dans les cellules de I’Allium cepa. Ces résultats suggérent que I’extrait de Salvia verbenaca
contient des composés aux propriétés cytotoxiques, ces dernieres peuvent étre expolitées dans
les recherches contre la multiplication anarchique des cellules cancéreuses.

Mots clé :

Salvia verbenaca, cytotoxique, génotoxique, indice mitotique, indice d’aberration

chromosomique, activité antioxydante, extrait méthanolique, extrait aqueux, DPPH.
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Abstract

Salvia verbenaca extract was studied for total polyphenol, flavonoid and tannin content, as well
as DPPH free radical scavenging activity, cytotoxicity, genotoxicity and antigenotoxicity
against H20>. Total phenol content (Folin-Ciocalteu method) was found to be 259.8 mg EAG/g.
The total flavonoid content (aluminum chloride method) was 80.95 mg EQ/g. Tannin content
is 0.661 mg CAT/g. The hydro-methanolic extract of S. verbenaca showed high antioxidant
activity, as determined by the DPPH free radical scavenging assay.

The hydroalcoholic extract of Salvia verbenaca showed an inhibitory effect on Allium cepa root
elongation, particularly at concentrations of 2 mg/ml and 4 mg/ml. In addition, this extract
reduced the mitotic index and increased the chromosomal aberration index in Allium cepa.
Chromosome alterations such as chromosome adhesion (Stickness), chromosome bridge,
laggard chromosome and micronucleus were observed in Allium cepa cells. These results
suggest that Salvia verbenaca extract contains compounds with cytotoxic properties, which can
be used against the anarchic multiplication of cancer cells.

Key words:

Salvia verbenaca, cytotoxic, genotoxic, mitotic index, chromosome aberration index,

antioxidant activity, methanolic extract, aqueous extract, DPPH.
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