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ABSTRACT: Justicia flava is a plant commonly used because of its several pharmacological properties. In this work seventy (70)
rats were divided into 7 groups of 10 animals consisting of five males and five females each in order to check the subacute
toxicity and the effects on the kidney of this plant. To do this, the animals were administered daily, orally and for 28 days with
doses of 125, 250, 500 and 1000 mg/kg bw of the aqueous extract of J. flava. The results showed that this extract was non-
toxic on renal function. At these doses, the extract did not cause any significant variation in serum levels of electrolytes
(chlorine, sodium, calcium, and potassium). Likewise, renal markers like urea and creatinine showed no significant variation.
No structural abnormality in the kidney tissues of treated rats compared to control rats was revealed during this experiment.
In conclusion, the aqueous extract of J. flava is safe and without toxic effects for the kidney.
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RESUME: Justicia flava est une plante communément utilisée pour ses nombreuses propriétés pharmacologiques. Dans cette
étude, soixante-dix (70) rats ont été divisés en 7 lots de 10 animaux constitués de cinqg males et cinq femelles chacun pour
vérifier la toxicité subaigué et les effets sur le rein de cette plante. Pour ce faire, Les animaux ont été administrés
quotidiennement, par voie orale et pendant 28 jours avec les doses de 125, 250, 500 et 1000 mg/kg pc de I'extrait aqueux de
J. flava. Les résultats ont montré que cet extrait était non toxique sur la fonction rénale A ces doses, I'extrait n’avait provoqué
aucune variation significative des taux sériques des électrolytes (chlore, sodium, calcium, et potassium). De méme, les
marqueurs rénaux comme l'urée et la créatinine n’ont présenté aucune variation significative. Aucune anomalie de structures
au niveau des tissus rénaux des rats traités par rapport aux rats témoins n’a été révélée au cours de cette expérimentation. En
conclusion, I'extrait aqueux de J. flava est s(r et sans effet toxique pour le rein.
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Corresponding Author: N’Guessan Jean-Baptiste Oussou 154




Dje Kouamé Wenceslas Kouame, Kouadio Frédéric N’Dia, N’Guessan Jean-Baptiste Oussou, Kouakou Léandre Kouakou, and
Idrissa Doumbia

1 INTRODUCTION

Les plantes Africaines constituent une source riche et encore peu explorée de produits naturels d’intérét médical potentiel.
Selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 80 % de la population mondiale dépend des préparations a base de
plantes comme principale source de soins de santé [1]. En Cote d’Ivoire, plusieurs especes de plantes médicinales et de recettes
médicamenteuses ont été recensées [2]. Ainsi, Justicia flava, une espece appartenant a la famille des Acanthaceae et
communément appelé Justicia jaune est utilisée dans le traitement de plusieurs pathologies en Afrique. Il s’agit du traitement
de la toux, de la paralysie, de la fievre, de la diarrhée, de I'épilepsie, de la convulsion des infections et des troubles de spasmes
et de la peau [3]. En Cbte d’lvoire, les feuilles sont utilisées comme hémostatique. Des préparations de la plante sont employées
sur les coupures. La pulpe de feuilles sert a frictionner les bébés qui ont des convulsions, des douleurs fiévreuses ou qui
souffrent de courbature fébrile et est administré en lavement contre les régles douloureuses ou mélangée avec du jus de Citrus
limon (citron) et est ingérée pour provoquer la menstruation [4], [5]. Mais, la méconnaissance des effets réels des plantes serait
a l'origine de séveres complications. C'est I'exemple de I'étude de [6] qui a montré que 50 personnes ont été atteintes
d’insuffisance rénale en 1996 apres avoir ingéré une préparation de plantes contenant Aristolochia fangchi. De plus, I'utilisation
non scientifique des plantes médicinales et leur substance aromatique peuvent présenter des problemes d’intoxication. Face
a ce constat, 'OMS recommande a ses pays membres d’effectuer une étude scientifique sur |'efficacité et I'innocuité des
plantes médicinales utilisées de fagcon empirique [1]. Le rein est un organe bien approvisionné avec le sang et est
métaboliquement bien actif. Il joue un réle important dans la biotransformation et I’excrétion des toxiques. Cet organe est de
ce fait une cible plus vulnérable et exposée aux toxiques que les organes ou les tissus mal irrigués ou métaboliguement moins
actif tel que la peau et I'os [7]. Cette étude a été conduite sur J. flava, une plante qui possédent plusieurs propriétés
pharmacologiques [4], [5]. Cependant, aucune étude toxicologique de cette plante n’a été mentionnée ou prouvé son innocuité
sur le fonctionnement du rein. C'est pourquoi, cette étude a donc été réalisée pour évaluer la toxicité sub-aigué par voie orale
de I'extrait aqueux de J. flava sur les marqueurs et les tissus rénaux.

2  MATERIEL
2.1 MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal utilisé est composé de la plante entiére sans les racines (feuilles, fleurs, inflorescences et tige) de Justicia
flava récoltée a Pétit Yapo, dans le département d’Agboville (Cote d’lvoire) en septembre 2016. L’espéce a été identifiée au
Laboratoire de Botanique de I’'Université NANGUI ABROGOUA (Céte d’lvoire), puis le nom de I'espéece a été confirmé au Centre
National de Floristique de I’Université Félix Houphouét Boigny olu un herbier est conservé sous le numéro 17511 du 29 juillet
1986.

2.2 MATERIEL ANIMAL

Le matériel animal est constitué de rats albinos (Rattus norvegicus) males et femelles, de souche Wistar agés de 6 a
8semaines et ayant une masse corporelle comprise entre 75 g et 100 g. Ces animaux ont eu un acces libre a I'eau et a la
nourriture avec un cycle lumiére/obscurité de 12 heures. Ils ont été traités selon les bonnes pratiques de laboratoire [8]. Les
différents protocoles expérimentaux ont été suivis conformément aux protocoles de protection des animaux
d’expérimentation du Conseil Européen sur la Législation 2012/707 [9].
23 REACTIFS ET SUBSTANCES PHARMACODYNAMIQUES

Les réactifs et les substances pharmacodynamiques utilisés pour la réalisation de cette étude sont I’extrait aqueux de
Justicia flava, 'eau distillée, la solution de formol pour la conservation des organes, I'éther di-éthylique pour I'anesthésie, les
colorants (hématoxyline, éosine) et I'alcool pour la coloration des organes.
3  METHODES

3.1 PREPARATION DE L’EXTRAIT AQUEUX DE JUSTICIA FLAVA

Les plantes entieres de Justicia flava, a I'exception des racines, ont été lavées avec de I'eau distillée et séchées a
température ambiante (22-24°C). Ensuite, elles ont été finement pulvérisées avec un broyeur électrique (SM 100, Allemagne).
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Une quantité de 100 g de poudre de J. flava a été décoctée pendant 15 min dans 1 Ld’eau distillée. La solution aqueuse obtenue
est filtrée sur du coton absorbant et du papier filtre Whatman N°3. Un demi-litre d’eau distillée a été ajouté au résidu et bouilli
pendant 10 min. Cette solution a également été filtrée. Les filtrats ont été mélangés et séchés dans une étuve (Selecta,
Belgique) a 45 °C pendant 48 h. Une poudre de couleur vert foncé a été obtenue correspond a |’extrait aqueux de J. flava avec
un rendement de 14,37 %.

3.2 EVALUATION DE LA TOXICITE SUBAIGUE

Cette étude de toxicité subaigiie a été réalisée en suivant les lignes directrices de I’'OCDE 407 [10] et elle a pour but de
révéler d’éventuels effets nocifs pendant et apres I'administration orale répétée (28 jours) de EAJf. Elle a consisté en
I’administration quotidienne, par voie orale, de I'extrait aqueux de J. flava a des animaux, pendant 28 jours. Ainsi, Soixante-dix
(70) rats ont été divisés en 7 lots de 10 animaux constitués de cing males et cing femelles chacun. Le lot 1 (témoin) a regu de
I’eau distillée a 10 mL/kg pc par voie orale. Les lots 2 a 5 ont été gavés avec EAJf aux doses respectives de 125, 250, 500 et 1000
mg/kg pc. Deux lots satellites (lot 6 et lot 7) composés de cing rats males et cing rats femelles par lots ont été ajoutés. Le lot 6,
témoin satellites a recu de I'eau distillée a 10 mL/kg pc par voie orale. Quant au lot 7, il a été traité oralement avec EAJf a 1000
mg/kg pc. Ces traitements quotidiens ont duré 28 jours pour les lots 1 a 5. Ceux des lots satellites ont continué pendant deux
semaines apres les 28 jours (c’est-a-dire au jour 42) afin d’observer soit la réversibilité, soit la persistance ou encore I’apparition
tardive d’effets toxiques.

33 PRELEVEMENTS SANGUINS ET DES REINS DES RATS

Au cours de cette étude, 3 prélevements sanguins ont été effectués a Jo, J2s et Jaz. Les prélevements effectués a Jo et Jos ont
été réalisés sur les rats des lots tests (lots traités et lot témoin), alors que celui effectué a Js a été réalisé sur les rats des lots
satellites. Environ 4 mL de sang ont été recueillis dans des tubes secs pour I’analyse biochimique. Ces prélevements ont été
effectués au cours de |’expérimentation chez des rats préalablement mis a jelin pendant 15 heures et anesthésiés avec de
I’éther di-éthylique, par ponction au niveau du sinus retro orbital de I’ceil. A I'aide d’une pipette pasteur introduite dans le
sinus retro orbital de I'ceil, des mouvements de rotation ont été effectués et le sang qui est monté dans la pipette a été alors
introduit dans les tubes. Les reins ont été prélevés aprés le 28%™ jour (lots traités et lot témoin) et le 14™e jour aprés les 28
jours de traitement, c’est-a-dire au 42 ™ jour (lots satellites). Ces reins ont été pesés et les poids relatifs ont été ensuite
déterminés comme décrite dans les travaux de [11].

Poids de I'organe(g)

Poids relatif (%) =

_ x 100
Poids de I’animal (g)

3.4 DOSAGE DES PARAMETRES BIOCHIMIQUES RENAUX

Le sang recueilli dans les tubes secs a été centrifugé a une vitesse de 3000 tours/min pendant 10 min afin d’obtenir le
sérum. Ce dernier a été utilisé pour I’analyse des paramétres biochimiques, grace a un automate semi-automatique (ROBINIK,
Inde). Le sérum obtenu a permis le dosage de I'urée, la créatinine, le potassium, le sodium, le chlore. Les différents dosages
ont été réalisés avec le réactif LABKIT selon les méthodes (cinétique, enzymatique et colorimétrique) décrite par [12] et [13].

3.5 TESTS HISTOCHIMIQUES

Les reins sont conservés dans du formol 10 %. La méthode utilisée est la technique de I'inclusion a la paraffine [14]. Des
coupes longitudinales ont été effectuées sur les reins, pour prélever des pieces tissulaires. Ces piéces ont été mises dans des
cassettes perforées étiquetées. Les tissus imprégnés ont été inclus dans un bloc de paraffine (paraffine liquide refroidit sur une
plaque métallique réfrigérée). Les moules contenant les tissus imprégnés ont été remplis. Au bout de 15 min environs, les blocs
ont durci et ont été séparés des moules. Des coupes minces de 3 um d’épaisseur des blocs de paraffine contenant les pieces
de tissus ont été réalisées avec un microtome. Une coloration par I’'hématoxyline a été effectuée durant 5 min suivie d’un
rincage a I’eau et une introduction dans I’éosine pendant 5 min. Enfin, les coupes ont été passées successivement dans trois
bains d’alcool (952, 1002 et 959) pour étre déshydratées. Les coupes ont été observées au microscope optique binoculaire
(CYAN, CMOO1CYANS cope, Belgique) et les photos ont été prises a I’aide d’un appareil photo (TECNO, Camon 12, Chine) monté
sur le microscope.
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3.6 ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats obtenus sont donnés sous forme de moyenne suivie de I’erreur standard sur la moyenne (M + ESM). L’analyse
statistique a été effectuée a I'aide du logiciel Graph Pad Prism 5.01 (San Diego, Californie, USA). Le test t de student et ’TANOVA1
(Analyse de la variance a un facteur) suivi par le test de comparaison de Dunett ont été utilisés pour identifier les différences
entre les lots traités et les lots témoins. Les différences sont considérées comme significatives pour p<0,05.

4  RESULTATS
4.1  EFFET SUR L’EVOLUTION DES PoIDS RELATIF DU REIN

L’administration par voie orale de EAJf aux doses de 125; 250 et 500 mg/kg pc montre que le poids relatif des organes rein
des rats traités n’a subi aucune variation significative par rapport a celui des rats du groupe témoin. Il en est de méme pour les
poids relatifs du rein chez les rats traités par EAJf a 1000 mg/kg pc (Tableau 1).
4.2 EFFeT DE EAJF SUR LES ELECTROLYTES ET MIARQUEURS SERIQUES RENAUX
4.2.1  EFFeT DE EAJF SUR LA QUANTITE DE SODIUM

Apreés 28 jours d’administration de EAJf aux doses 125, 250, 500 et 1000 mg/kg pc, la concentration du sodium subit des
variations non significatives respectivement de 102+2,75; 99,6+3,51; 103+7,36 et 113 * 4,39 mmol/L par rapport au témoin.
Celle des rats du lot témoin est 94,2 + 6,57 mmol/L (Tableau 2).
4.2.2  EFFeT DE EAJF SUR LA QUANTITE DE POTASSIUM

Aprés traitement des rats avec EAJf aux doses comprises entre 125 et 1000 mg/kg pc, aucune variation significative de la
guantité de potassium n’est enregistrée par rapport au lot témoin. La concentration de potassium des rats témoins vaut 4,14
+ 1,25 mmol/L alors que chez les rats ayant recu EAJT, la concentration de potassium balance entre 3,99 + 0,16 mmol/L (EAJf
1000 mg/kg pc) a 4,91 + 0,74 mmol/L (EAJf 250 mg/kg de pc) (Tableau 2).
4.2.3  EFFeT DE EAJF SUR LA QUANTITE DE CALCIUM

Aprés 28 jours d’administration de EAJf, la concentration de calcium des rats traités varie de maniére non significative par
rapport a celle des rats du lot témoin. La concentration de calcium des rats du lot témoin est de 11,0 £ 1,13 mmol/L et celles

des rats ayant regu EAJf varient entre 9,90 = 0,93 mmol/L (EAJf 500 mg/kg pc) et 10,5 + 2,46 mmol/L (EAJf 1000 mg/kg pc)
(Tableau 2).

Tableau 1. Effet de I'extrait aqueux de Justicia flava sur le poids relatif des reins
Lots Poids relatifs des reins (%)
Témoins 0,51+0,13
(Eau distillée 10 mL/kg pc)
EAJf 125 mg/kg pc 0,54 +0,21
EAJf 250 mg/kg pc 0,49 +0,11
EAJf 500 mg/kg pc 0,58 +0,24
EAJf 1000 mg/kg pc 0,47 £ 0,36

p > 0,05: aucune différence significative entre les valeurs des lots traités avec I’extrait aqueux de J. flava et celles du lot témoin. EAJf: Extrait
aqueux J. flava; n = 10, m + esm.

4.2.4  ErreT DE EAJF SUR LA QUANTITE DE CHLORE
Aprés I'administration répétée de EAJf, une augmentation non significative de la concentration du chlore est enregistrée

par rapport aux rats du lot témoin. La concentration du chlore chez les rats du lot témoin vaut 114 + 25,14 mg/dL et celle des
rats traités avec EAJf atteint 126 + 19,50 mg/dL a la dose 1000 mg/kg pc (Tableau 2).
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4.2.5 EFFET DE EAJF SUR LA QUANTITE DE L’UREE

L’administration répétée de EAJf ne cause aucune variation significative de la concentration d’urée par rapport au lot
témoin. Chez les rats du lot témoin, la concentration d’urée est de 1,68 + 0,41 g/L et celle des rats traités avec EAJf (125-1000
mg/kg de pc) varie de 1,44 £ 0,22 a 1,96 £ 0,75 g/L (Tableau 2).

4.2.6 EFFET DE EAJF SUR LA QUANTITE DE CREATININE

Aprés I'administration orale et répétée de EAJf, une variation non significative de la concentration de créatinine est
observée par rapport au lot témoin. Ainsi, la concentration de créatinine des rats du lot témoin est de 0,88 + 0,23 mg/dL et
celle des rats traités avec EAJf aux doses étudiées varient de 0,71 + 0,17 mg/dL (EAJf a 250 mg/kg de pc) a 0,94 + 0,28 mg/dL
(EAJf 1000 mg/kg de pc) (Tableau 2).

4.2.7 EFFETS DE L’EXTRAIT AQUEUX DE JUSTICIA FLAVA SUR LES ELECTROLYTES ET MARQUEURS SERIQUES RENAUX DEUX SEMAINES APRES
L’ARRET DES TRAITEMENTS

Quatorze (14) jours apres l'arrét de I'expérimentation, aucune variation significative des électrolytes et des marqueurs
sériques rénaux dans les lots traités avec EAJf n’est enregistrée comparativement a celles des différents lots témoins. Aucun
effet retardé n’est apparu aprés I’arrét du traitement (Tableau 3).

Tableau 2. Variation des parameétres sériques rénaux a la suite d’une administration orale répétée de I’extrait aqueux de Justicia
flava chez le rat

Doses de EAJf (mg/kg pc)

Témoin
Paramétres (Eau distillée 10 125 250 500 1000
mL/kg pc)
Sodium (mmol/L) 94,2 +6,57 102+ 2,75 99,6 + 3,51 103 +7,36 113 +4,39
Potassium(mmol/L) 4,14 +1,25 4,48 +1,09 491+0,74 4,09 +£1,95 3,99+0,16
Calcium (mmol/L) 11,0+1,13 10,3+1,75 10,5+1,49 9,90+0,93 10,5+ 2,46
Chlore (mg/dL) 114 + 25,14 119+ 16,53 115+23,94 123+ 27,06 126 + 19,50
Urée (g/L) 1,68 £0,41 1,44 +£0,22 1,87+0,19 1,46 £ 0,42 1,96 £ 0,75
Créatinine (mg/dL) 0,88+0,23 0,86 +0,42 0,71+0,17 0,89+0,32 0,94 +£0,28

p > 0,05: aucune différence significative entre les valeurs des lots traités avec I'extrait aqueux de Justicia flava et celles du lot témoin. EAJf:
extrait aqueux de J. flava. n =10, m + esm.

Tableau 3. Effet de I'extrait aqueux de Justicia flava sur les marqueurs biochimiques deux semaines apreés I’arrét des différents
traitements
Jour 28 Deux semaines apres arrét du traitement (J42)
Parameétres Témoin EAJf Témoin EAJf
(Eau distillée) (1000 mg/kg pc) (Eau distillée) (1000 mg/kg pc)

Sodium (mmol/L) 94,2 + 6,57 113 +4,39 89,9 3,02 91,8 £ 3,66
Potassium (mmol/L) 4,14 +1,25 3,99+0,16 4,56 £ 0,36 4,49 £ 0,16
Calcium (mmol/L) 11,0+1,13 10,5+ 2,46 9,44 £ 0,76 11,0+0,35
Chlore (mg/dl) 114 £ 25,14 126 £ 19,50 117 +£2,22 119+4,24
Urée (mg/dl) 1,68+0,41 1,96+0,75 1,58 +0,03 1,61+0,12
Créatinine (mg/dl) 0,88+0,23 0,94 +£0,28 0,61+0,02 0,59 +£0,02

p > 0,05, aucune différence significative des rats des lots traités avec EAJf par rapport aux rats du lot témoin. EAJf: Extrait aqueux de J. flava;
n=10, m+esm.
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4.3  EXAMEN HISTOLOGIQUE DES REINS DES RATS
4.3.1  EFFeT DE L’EXTRAIT AQUEUX DE JUSTICIA FLAVA SUR L’HISTOLOGIE DES REINS

L’analyse histologique effectuée sur les reins des rats traités avec I’extrait aqueux de Justicia flava (125, 250, 500 et 1000
mg/kg de pc) montre que le rein est resté normal et ne présente pas de différences histologiques majeures comparativement

a celui du lot témoin. Aucune nécrose, ni calcification n’ont été observées (Figure 1).

4.3.2 EFFET DE L’ADMINISTRATION DE L’EXTRAIT AQUEUX DE JUSTICIA FLAVA SUR L’HISTOLOGIE DES REIN DEUX SEMAINES APRES L’ARRET DES
DIFFERENTS TRAITEMENTS

Quatorze (14) jours aprés I'arrét des différents traitements, I’histologie du rein présente toujours un aspect normal et aucun
effet toxique retardé n’est observé (Figure 2).

Fig. 1.  Microphotographie du tissu rénal des rats aprés 28 jours de traitement avec I’extrait aqueux de Justicia flava

A: tissu rénal de rat témoin; B: tissu rénal de rat traité a la dose 125 mg/kg pc; C: tissu rénal de rat traité a la dose 250 mg/kg pc; D: tissu
rénal de rat traité a la dose 500 mg/kg pc; E: tissu rénal d’un rat traité a la dose 1000 mg/kg pc; G: glomérule; Eg: espace glomérulaire; Tcp:
tube contourné proximal; Ted: tube contourné distal; Coloration Hématoxyline-éosine; (G X 1000)
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Fig. 2.  Microphotographie du tissu rénal des rats 14 jours apreés I’arrét des traitements (1)

A: tissu rénal d’un rat témoin; B: tissu rénal d’un rat traité a la dose 1000 mg/kg pc. Coloration Hématoxyline-éosine; (G X 1000)
5 DISCUSSION

Le poids relatif du rein des rats traités par |’extrait aqueux de Justicia flava n’a subi aucune variation significative des poids
relatifs des reins prélevés a la fin de I’expérience. Ces résultats sont semblables a ceux de [15]. Ces chercheurs ont montré
gu’aucune variation significative du poids corporel et du poids des organes vitaux des animaux traités par Secamone afzelii
(200, 300 et 400 mg/kg) n’a été enregistrée par rapport aux témoins. L’évaluation de la fonction rénale est trés importante
dans I’évaluation de la toxicité des extraits des plantes [16], [17]. L’extrait aqueux de J. flava n’a provoqué aucune variation
significative des taux sériques des électrolytes (sodium, potassium, calcium et du chlore) et des marqueurs sériques rénaux
(urée, créatinine). En effet, I'élévation des marqueurs sériques rénaux et de certains électrolytes serait liée a |'altération de la
fonction rénale. Encore, la créatinine est connue comme un marqueur important dans le fonctionnement du rein et surtout
sur la filtration du glomérule [18]. Les taux sériques de créatinine et d’urée sont élevés chez les patients présentant une
insuffisance rénale, en particulier une diminution de la filtration glomérulaire. Au stade précoce des lésions rénales,
"augmentation du taux d’urée sérique précéde généralement I’augmentation de créatinine sérique observée dans les Iésions
rénales chroniques [19]. Or, I'administration répétée de I’extrait aqueux de J. flava n’a provoqué aucune variation significative
des taux sériques des électrolytes par rapport a ceux du lot témoin. Cela suggere que cet extrait n’entraine pas des lésions
rénales. Ces resultats sont semblables a ceux de [20]. Ces auteurs ont montré que |’extrait total aqueux de Sacoglottis
gabonensis est sans effet sur les parametres biochimiques plasmatique et urinaire. De méme, les travaux de [21] ont montré
que les extraits aqueux et éthanoliques de Ipomoea carnea administrés aux doses 250; 500 et 1000 mg/kg de pc pendant 28
jours traitement n’ont présenté aucune anomalie sur les paramétres hématologiques et biochimiques. Sur le plan histologique,
les reins des rats n’ont subi aucun dommage. Cela suggere que EAJf n’aurait pas d’effet toxique significatif sur le rein aprés une
utilisation répétée pendant 28 jours. Deux semaines apres |I’arrét des traitements, aucun effet retardé ou réversible n’a été
également observé sur la structure du rein. Ces résultats sont semblables a ceux de [22]. En effet, ces auteurs ont montré que
I’extrait aqueux de Sida veronicifolia a la dose de 60 mg/kg de pc n’a aucun effet nuisible observé sur la structure des reins des
rats expérimentaux. De méme, [23] ont montré que les extraits aqueux et éthanolique de feuilles de Pterocarpus mildbraedii
sont sans effets toxiques sur la fonction rénale des rats. Les travaux de [24] ont montré que les extraits éthanoliques de fruits
de Xylopia aethiopica et des graines et feuilles de Piper guineense n’ont pas d’effet toxique sur la fonction rénale chez des rats.

6 CONCLUSION

Cette étude a montré que I'extrait aqueux de Justicia flava administré par voie orale est non toxique et n’entrave pas le
fonctionnement des néphrocytes.
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