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1. INTRODUCTION

Les doutes qui pésent actuellement sur l'industrie pharmaceutique ainsi qu’'une forme de
«retour a la terre» autour de I'agriculture biologique, aménent de plus en plus de patients
occidentaux a se tourner vers les médecines douces.
La phytothérapie fait partie de ces médecines douces.
Utilisée depuis que 'homme pratique «la cueillette», elle présente un aspect rassurant
pour le patient, aspect conforté par la possibilité d’automédication, la phytothérapie étant,

en France, vendue en officine sans prescription médicale.

Historiquement, la phytothérapie existe depuis que 'homme existe et pouvoir se soigner
avec les plantes que I'on trouve devant sa porte a toujours fait fantasmer les hommes.
D’un point de vu plus médical, des traces d’utilisation des plantes médicinales existent
dans des textes chinois datant d’environ 5000 ans avant Jesus-Christ.

Le Premier recueil de phytothérapie date quant a lui de 1500 avant Jésus-Christ (Papyrus
Médical d’Ebers) et proposait un inventaire de douze plantes médicinales.

Mille ans plus tard Hippocrate fut le premier a mentionner des observations cliniques avec
plus de deux cents plantes médicinales. En 100 avant Jesus-Christ, Dioscoride écrivait un
recueil concernant plus de cing cents espéces de plantes connu sous le nom de «materia
medica», premier ouvrage de pharmacopée a étre imprimé en 1478 a Venise et considéré
comme une référence jusqu’au 18éme siecle.

Enfin les 17éme,18éme et 19éme siécles furent la période d’élaboration des fondements
de la classification botanique et pharmacologique actuelle permettant de considérer la

phytothérapie comme une science médicale a part entiere.[1]

La Phytothérapie qui fait donc pleinement parti de I'allopathie ne doit pas étre confondue
avec I'homéopathie qui utilise des teintures-meéres obtenues par macération de plantes
fraiches et 'aromathérapie utilisant les huiles essentielles de plantes aromatiques.

Pour autant comme le disent Max Wichtl et Robert Anton dans «Plantes
Thérapeutiquesy»,l'utilisation de la phytothérapie est actuellement de deux types:
-Utilisation de plantes a constituants actifs définis, utilisées par l'industrie pharmaceutique
comme source de substances naturelles pures.

-Utilisation traditionnelle de plantes médicinales pour des indications dites «mineures».

Ce sont des plantes qui ont fait a priori la preuve de leur innocuité de part la longue

tradition d’utilisation.



Mais cet usage dit «traditionnel» de la plante nous méne a une problématique liée a la
concentration du principe actif selon la partie de la plante utilisée ou a son mode de
consommation.

Problématique a laquelle se surajoute encore les problemes d’automédication avec

risques d’effets secondaires en rapport avec une variabilité interindividuelle de sensibilité.
A chaque principe actif contenu dans une plante correspond un mode d’extraction. En
phytothérapie cinqg modes d’extraction sont répertoriés: macération,percolation, digestion,

décoction et infusion.

La Dixieme édition de la «Pharmacopée Frangaise» datant de 2010, définie les cinq

modes d’extraction comme suit[2]:

-Macération: consiste a maintenir en contact la drogue avec de l'eau potable a

température ambiante pendant une durée de 30 minutes a 4 heures.

-Percolation: consiste a faire passer le solvant ordinairement froid a travers la drogue

divisée dans un percolateur.
-Digestion: consiste a maintenir en contact la drogue avec de l'eau potable a une
température inférieure a celle de I'ébullition, mais supérieure a la température ambiante

pendant une durée de 1 a 5 heures.

-Décoction: consiste a maintenir la drogue avec de I'eau potable a ébullition pendant une

durée de 15 a 30 minutes.

-Infusion: consiste a verser sur la drogue de I'eau potable bouillante et a la laisser refroidir.

Cette derniére méthode est la plus utilisée car elle est facile de réalisation et convient aux

drogues fragiles et riches en huiles essentielles: ce sont les tisanes.
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2. DESCRIPTION CLINIQUE

2.1.HISTOIRE DE LA MALADIE :

Le 31/08/2011, 23h30, consultation aux urgences de I'enfant Paq. C. née le 14/08/1999
(12 ans) collégienne, amenée par ses parents pour troubles du comportement.

Cette enfant, actuellement chez sa grand-meére depuis 3 jours, présente depuis 23h00 des
acces de paniques avec agitation motrice puis prostration. Il n’est pas retrouvé de notion

de traumatisme cranien, ni de prise de toxique.
2.2. ANTECEDENTS :

Ses seuls antécédents personnels sont des douleurs abdominales d’allure fonctionnelles

suivies en pédiatrie et étiquetées colopathie fonctionnelle.

2.3.EXAMEN CLINIQUE :

L’examen clinique a I'entrée retrouve une enfant en bon état général pesant 44 kilos pour
1m50, apyrétique (36,3°C).

L’examen cutané retrouve une paleur diffuse, pas d’hématomes, pas de plaie, les
conjonctives sont colorées.

L’examen cardiovasculaire retrouve une tachycardie a 89 battements par minute, une
tension artérielle a 117/73, le temps de recoloration cutanée est inférieur a 3 secondes,
I'auscultation est réguliére sans souffle.

Sur le plan pulmonaire, pas de dyspnée, saturation en oxygéne en air ambiant a 100%,
I'auscultation est sans anomalie.

L’examen abdominal est sans anomalie hormis un léger empattement de la gouttiere

colique gauche.

L’examen neurologique retrouve une enfant avec un score de Glasgow 14 (E:4,V:4,M:6),
sans déficit sensitivo-moteur. Les réflexes ostéo-tendineux sont vifs symétriques, les
réflexes cutanés plantaires sont indifférents, 'examen des paires craniennes est sans
particularité.

Pas de syndrome méningé, de syndrome cérébelleux ni cochléo-vestibulaire.
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Sur le plan neuro-psychiatrique: enfant trés anxieuse, enveloppée dans un matelas de
chaise longue, regardant le sol, les fenétres, les murs avec perplexité et qui évite le regard
des adultes présents dans la piece. Par moment, elle présente agitation psycho-motrice,
se recouvrant de son matelas dans de grands gestes brusques ou sautant de la table
d’examen pour se réfugier par terre dans le coin de la salle de soins. Le discours est
impénétrable la plupart du temps méme si certaines réponses sont adaptées. Elle décrit
par ailleurs des hallucinations visuelles a type de zoopsies (araignées géantes, serpents).

Le tout entrant dans un tableau de syndrome confusionnel atypique avec quelques

éléments persécutifs.

2.4.EXAMENS COMPLEMENTAIRES :

La biologie réalisée a I'arrivée aux Urgences Pédiatriques retrouve: NFS, bilan ionique,
bilan hépatique normaux. CRP négative, VS normale.

La toxicologie sanguine retrouve: éthanol<0,20g/l, barbituriques, tricycliques et
benzodiazépines négatifs.

L’Electroencéphalogramme (EEG) réalisé en cours d’hospitalisation alors que I'enfant
n’avait pas dormi en raison de son état neuro-psychiatrique, est considéré comme normal,
I'analyse est la suivante:

«Tracé caractérisé par une activité de fond alpha a 8-9 hertz, de bonne réactivité visuelle.
Nombreuses fluctuations de vigilance venant ralentir de fagon globale fréquemment
'examen.

De temps a autre I'on peut émettre un doute sur une discréte prédominance gauche des
anomalies au niveau fronto-temporal.

L’hyperpnée fait apparaitre en fin d’épreuve quelques bouffées a caractére un peu
paroxystique, peut-étre un peu trop marqué pour un simple phénomeéne d’entrainement.

La SLI est correctement tolérée».
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2.5.HOSPITALISATION :

Devant ce tableau atypique une hospitalisation est décidée.

Le 01/09/2011 vers 10h00, un nouvel examen clinique est réalisé.

L’enfant semble moins agitée mais regarde toujours les murs avec perplexité, quelques
éléments lorsqu’elle se déplace donne limpression dun «évitement d’obstacles
invisibles».

L’interrogatoire de I'enfant permet de retrouver une obijectivité vis-a-vis des hallucinations

mais uniquement a postériori.

Un nouvel examen neurologique est réalisé dans I'aprés-midi du 01/09/2011 qui constate
un espacement des hallucinations visuelles décrit comme tel par I'enfant qui réalise deux
dessins afin de nous expliquer ses hallucinations.

Une évaluation psychologique est réalisée dans la soirée qui se révele normale.

Devant la normalité de ces examens, un interrogatoire des parents est de nouveau
réalisé.

lls nous signalent la prise d’'infusion de sachets (2 a priori) de boldo Médiflor®, le soir
depuis 3 jours dans un but antalgique. La patiente ayant présenté des douleurs
abdominales vraisemblablement en rapport avec sa colopathie.

Ne sachant quoi lui donner, la grand-méere de la patiente a demandé conseil a son
pharmacien qui lui aurait conseillé la phytothérapie car «sans danger». Les infusions de
feuilles de Boldo étant utilisées pour leurs propriétés digestives.

Une rapide recherche bibliographique nous permet de retrouver une non indication chez
I'enfant en raison de I'absence de donnée a cet age de la vie. Par ailleurs de rares effets
secondaires a type d’hallucination et dépression sont mentionnés.

La notion de contre-indication chez I'enfant n’est nullement mentionnée sur la boite

(image 1).
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Image 1: paquet d’infusion de Boldo Médiflor®, ne mentionnant pas la contre-indication

chez I'enfant.

Le 02/09/2011, 'examen de I'enfant est strictement normal avec disparition compléte des
troubles anxieux et hallucinatoires.

La patiente réalise plusieurs dessins afin de nous expliquer ce qu’elle a vu.

Le premier dessin représentant les hallucinations apparues chez sa grand-mére et
motivant la consultation aux urgences (dessin 1), un autre les hallucinations apparues lors
de son examen en box d’urgences et représentant un masque porté par l'infirmiére (en

rose le visage réel de l'infirmiére, en vert les éléments en surimpression) (dessin 2), un

14



dernier représentant celles survenues le lendemain au moment d’'un nouvel examen

clinique (dessin 3).

S
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dessin 1: Hallucinations apparues chez sa grand-mére.
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dessin 3: Obstacles dans le couloir menant de la salle de jeux a sa chambre.
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2.6.DIAGNOSTIC :

Devant la disparition des symptémes, il est décidé de laisser sortir 'enfant.

Le diagnostic proposé est syndrome confusionnel et hallucinatoire sur probable
intoxication a la boldo.

Un signalement auprés de la pharmacovigilance est effectué qui retiendra ce diagnostic
comme « plausible » en faveur de la responsabilité de la tisane de Boldo du fait

notamment de la régression aprés arrét du traitement (annexe 1).
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3. BIBLIOGRAPHIE

3.1 Découverte :

La Boldine principal alcaloide du Boldo a été mis en évidence en 1872 par Bourgoin et
Verne [3].

3.2 Alcaloides Aporphinoides :

En 1999, J. Bruneton [4] décrit le sous groupe des aporphinoides. Il précise qu’'a 'heure
actuelle seuls deux représentants de ce sous-groupe d’alcaloides sont inclus dans des
spécialités pharmaceutiques (image 2):

La boldine extraite des feuilles de boldo et 'apomorphine qui n’existe pas a I'état naturel et

résulte du traitement a chaud et en milieu acide de la morphine.

OH
HO

Image 2: Boldine Apomorphine

L’apomorphine utilisée pour traitée les phases paroxystiques de blocage chez les
parkinsoniens traités par Lévodopa est connue pour son action agoniste dopaminergique
D2 au niveau nigro-strié. De cette action résulte ses effets secondaires a type
d’hallucinations et états psychotiques.

En ce qui concerne la Boldo, Bruneton précise que les propriétés attribuées a la Boldine

n’ont fait 'objet d’aucun essai clinique publié.

18



3.3 Propriétés Cliniques de la Boldine :

Le premier ouvrage mentionnant les effets de la boldine est le Codex Vegetabilis parut en
1957 [5].
Steinmetz mentionnait des effets diurétiques, sédatifs, tonifiants, narcotiques, vermifuges
et hépato-stimulants [5]. Les infusions de feuilles de Boldo sont d’ailleurs utilisées en
France pour ces propriétés hépato-stimulantes lors de difficultés a digérer.
Pour ce qui est des effets neurologiques, en 2002 Duke fait une revue de la littérature et
décrit des effets analgésiques, hypnotiques, narcotiques, sédatifs et stimulants [6].
Cependant aucun des éléments de bibliographie qu’il mentionne ne correspond a une
étude de cas précise mais plutét a des notions de pharmacognosie, c’est-a-dire a
I'utilisation de la feuille de Boldo par certaines ethnies de maniére traditionnelle.
Seul 'ouvrage de Gruenwald [7] datant de 2007 et cité par Duke, mentionne un cas
qualifié «d’ancien» sans référence bibliographique précise, dans lequel avait été décrit des
hallucinations visuelles et sonores chez un patient ayant consommé oralement de la Boldo
depuis plusieurs mois.
En 2003, Wichtl et Anton mentionnent dans leur livre que les effets faiblement hypnotiques
de la Boldine ont été prouvés par Schindler en 1957, malheureusement je n’ai pu me
procurer cette étude [1].
En 1988 G. Zetler évalue les effets neuroleptiques, anticonvulsivants et antinociceptifs des
alcaloides aporphinoides que sont la bulbocapnine, la corytuberine,la glaucine et la
boldine chez la souris [8]. Il précise que les effets agonistes dopaminergiques de
'apomorphine (aporphinoide de synthése) ainsi que ses effets comportementaux de type
neuroleptiques et stéréotypiques sont connus et prouvés depuis 1960 sans que des
études aient été conduites sur les aporphinoides naturels dont la boldine. Il justifie son
travail par le fait que de nombreuses études dans les années 1970 ont évoqué la
possibilité d’'une synthése de ces composés dans le cerveau de mammiféres dans
différentes circonstances: alcoolisme, psychoses, traitement par L-dopa dans la maladie
de Parkinson.
Le but de cette étude chez la souris vise a comparer les alcaloides aporphinoides entre
eux et les alcaloides aporphinoides versus halopéridol (Haldol®), en étudiant différents
effets (sédatif, anticonvulsivant, induction d’'un ptdsis, d’une catalepsie, d’une hypothermie,
potentialisation de I'effet barbiturique du thiopental).
Cette étude compare également les effets antinociceptifs des alcaloides aporphinoides a
ceux de la morphine.
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Les résultats montrent que la boldine injectée en sous-cutané (SC) est significativement
aussi efficace que I'halopéridol (antagoniste dopaminergique) pour induire un ptésis, une
catalepsie et potentialiser 'effet barbiturique du thiopental. Zetler en conclue une affinité
de la boldine pour les récepteurs D2-dopaminergique.

La boldine fait également preuve d’'un effet anticonvulsivant sur les convulsions induites
par les Harmanes ( inhibiteur de la Monoamine Oxydase) et la Picrotoxine (inhibiteur des
canaux ioniques gamma-aminobutiriques -GABA-).

Enfin I'effet antinociceptif de la boldine été prouvé sans pour autant atteindre I'efficacité de
la morphine.

En 1999, Asencio étudie chez le rat et la souris, les effets de la boldine et de la glaucine
administrée par voie Intra-Péritonéale (IP) sur le systéme dopaminergique [9]. Il conclue
que la boldine se fixe sur les récepteurs dopaminergiques D1 et D2 du striatum.
Cependant alors que la boldine semble avoir une affinité 10 fois plus élevée que la
glaucine in vitro pour les récepteurs a la dopamine, elle inhibe plus faiblement que la
glaucine in vivo les récepteurs du striatum et augmente moins que la glaucine le nombre
de métabolites de la dopamine.

Asencio émet donc 3 hypothéses pour expliquer ces résultats:

-la boldine du fait de sa structure traverse mal la barriere hémato-méningée

-la boldine est largement métabolisée avant d’avoir atteint le cerveau

-la boldine n’agit pas sur certains sous-types de récepteurs dopaminergiques

3.4 Autres Composés de la feuille de Boldo :

La feuille de Boldo en plus de ses 17 alcaloides contient des huiles essentielles de type
terpéniques représentant de 1a 3% du poids de la feuille seche. Ces huiles essentielles
sont constituées pour au moins 30% de composés de type terpéniques que sont
I'ascaridole et I'’eucalyptol [10].

Or il a été démontré depuis longtemps que les terpenes ont une activité neurotoxique chez
I’enfant avec des manifestations de type confusion, irritabilité, hallucination et convulsions.
Ces propriétés seraient en partie dues a la liposolubilité de ces produits [11][12][13].
Cependant l'ascaridole et I'eucalyptol ne sont sensés étre extraits de la feuille seche que
par distillation a la vapeur d’eau voir par extraction et non par infusion comme la Boldine et

ses dérivés aporphinoides [10].
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4. MATERIEL ET METHODE

Envisager la possibilité d’'une intoxication a la boldine, impose de prouver que les sachets

consommeés en contiennent.

4.1 Protocole utilisé en chromatographie HPLC (High Pression Chromatography
Liquid) :

Un dosage de Boldine dans les sachets commercialisés par Médiflor® a été réalisé dans
le laboratoire CNRS UMR 7266 «Littoral ENvironnement et Société (LIENSs)» de
I'Université de La Rochelle dirigé par le Professeur Pierre Richard. Les appareils utilisés
dépendent de I'équipe AMES «Approches Moléculaires Environnement Santé» dirigé par
le Professeur Marianne Graber.

La technique utilisée est inspirée de la publication de T.J Betts dans Journal of
Chromatography [14].

La Chaine chromatographique HPLC (High Pression Chromatography Liquid) utilisée était
de marque WATERS®, composée d’une pompe 600 Controller, d’un détecteur 2996
Photodiode Array, d’'un injecteur automatique 2707 AutoSampler, piloté par un logiciel
Empower®. La colonne utilisée est une C6-phényl 5 um (Betts a utilisé une C18 mais cette
derniére n’était pas disponible lors de mes tests).

La chromatographie en phase liquide est une méthode d’analyse physico-chimique qui
permet de séparer les constituants d’un mélange et d’apporter un premier élément
d’identification selon leur temps de rétention.

Les sachets testés sont comme décrits précédemment, sachets de feuilles de Boldo
Médiflor® conditionnés en sachet de 1,8 g. La Boldine (sous forme cristallisée liée a une
molécule de chloroforme) utilisée comme réactif pour I’étalonnage a été obtenue aupres
du laboratoire Sigma-Aldrich (standard).

La solution de Boldine pure utilisée a été obtenue de la maniére suivante:

12 mg de Boldine Standard ont été dilués dans 1,2 mL d’acétonitrile (CH,CN), et vortéxé.
1,2 mL d’eau (H,0O) contenant 1%. d’acide acétique (C,H,O,) ont été ajoutés a la solution
précédente afin d’obtenir une solution transparente d’une concentration de 5mg/mL, sans
précipité démontrant que le boldine est soluble dans ces conditions.

On réserve (paraffine sur le dessus, aluminium autour du récipient).
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L’infusion de feuilles de Boldo est obtenue de la maniére suivante:
Infusion d’un sachet de 1,8 g de feuilles de Boldo pendant 15 minutes dans 50 mL d’une
eau stérile portée a ébullition.

On réserve (paraffine sur le dessus, aluminium autour du récipient).

4.2 Protocole utilisé en UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) couplée

a la Spectrométrie de Masse :

L’acquisition par le laboratoire de I'Université de La Rochelle d’'un nouveau matériel plus
performant début 2013 a permis de contrbler la présence de Boldine et de rechercher
d’autres composés de type terpéniques dont [I’Ascaridole et I'Eucalyptol et ce sans
posséder la molécule pure.

Des dosages par spectrométrie de masse ont donc été effectués, du 08 au 12 avril 2013
sur un appareil XEVO G2-S Q Tof de chez Waters®, couplé a une chromatographie
liquide de type UPLC ACQUITY-H de chez Waters®.

La spectrométrie de masse est une technique physique permettant de détecter et
d’identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse sur charge (m/z) et de
caractériser leur structure chimique par fragmentation. La séparation de molécules
chargées en fonction de leur m/z est réalisée ici par la mesure de leur temps d’atteinte du

détecteur ou «Temps de Vol» (TOF).

Pour linfusion, on a donc procédé comme précédemment, en utilisant un sachet de 1,8
grammes de Boldo médiflor® mis a infuser (avec agitateur) pendant 15 minutes dans 100
mL d’eau déminéralisée portée initialement a 100°C puis laissé a température ambiante.
La solution obtenue a été centrifugée a 10000 tours/minute pendant 10 minutes a
température ambiante.

Le surnageant a été filtré a 0,2um, on obtient un filtrat désigné «Filtrat n°1».

Le culot a été jeté.

Le filtrat n’a pas subi d’autre traitement avant injection dans le spectrométre.
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5. RESULTATS

5.1 RESULTATS OBTENUS EN HPLC :

Un premier profil chromatographique est effectué avec 50 pL de la solution standard de
Boldine diluée au 1/10éme. On constate I'apparition d’'un pic unique a 15,534 minutes pour
les longueurs d’ondes de 282 et 302,2 nm, correspondant a 25ug de Boldine.

On effectue un deuxiéme profil chromatographique avec 50 pL d’infusion de feuilles de
Boldine obtenue comme décrit précédemment. On constate I'apparition d’un pic
prédominant a 14,163 minutes pour les longueurs d’onde de 282 et 302,2 nm. (Figure 1 et
2)

Figure 1: Profil chromatographique de l'infusion de feuilles de Boldo a 302nm.
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Figure 2: Spectre UV du pic obtenu a 14,163 minutes

La vitesse de migration du pic de Boldine varie de 0,971 minute entre la Boldine pure
fournie par Sigma® et la Boldine obtenue par l'infusion de feuille de Boldo Médiflor®, cela
s’explique par l'interaction de la Boldine avec les autres composés obtenus par infusion.
TJ Betts dans son article décrit le méme effet [10].

La présence d’un spectre UV a 282-303nm pour la Boldine pure et I'extrait de Boldo
(Figure 2) permet donc de déduire la présence de Boldine dans I'extrait de Boldo.

Cette conclusion a été confirmée par I'utilisation de la spectrométrie de masse.

Une séparation chromatographique a été réalisée dans les méme conditions que
précédemment. Le spectrométre de masse Agilent 6120 a permis de corréler la présence
d’'une molécule possédant la méme masse/charge (m/z) que la Boldine.

On analyse tout d’abord 5uL d’extrait de Boldine pure, on obtient un spectre de masse

avec un pic unique de 328,1 m/z (Figure 3).
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Figure 3: Spectre de masse de la Boldine pure.

On analyse ensuite 5uL d’extrait de 2 sachets de feuilles de Boldo. Le spectre de masse

de I'’échantillon montre bien une masse de 328,1 m/z correspondant a la molécule de

boldine pour un temps de rétention de 19,6 minutes (Figure 4). Ceci est un deuxieme

argument prouvant la présence de Boldine dans les sachets.
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Figure 4: spectre de masse de I'extrait de Boldo.

Détermination de la concentration de Boldine dans I'extrait de Boldo.

La gamme d’étalonnage du standard de la Boldine a été réalisée en injectant différents

volumes de la solution de Boldine a 5mg/mL diluée au 1/30e.

La loi de Beer-Lambert permet de calculer la concentration de la Boldine en fonction de

I'aire du pic mesurée (Figure 5).
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Produit et quantité injectée Aire du Pic (uV/sec) Hauteur (pV)
Réactif pur dilué au 1/30: 5yl 2042539 292997
Réactif pur dilué au 1/30: 10ul 4341801 597952
Réactif pur dilué au 1/30: 15ul 6678412 893053
Réactif pur dilué au 1/30: 20yl 10616602 751723
Réactif pur dilué au 1/30: 25ul 11233453 1361777
Réactif pur dilué au 1/30: 30ul 13565327 1607256
Extrait 1 sachet infusé 12 heures: |pas de pic précis
30ul
Extrait 1 sachet infusé 15 minutes: (827870 108979
30ul
Extrait 2 sachets infusés 15 2022656 280934
minutes: 30ul

Figure 5: Aire du pic en fonction de la quantité de Boldine injectée

De ces résultats peut étre déduit une fonction linéaire prenant pour abscisse la quantité de

Boldine en microgrammes (ug) et pour ordonnée l'aire du pic en pV/sec (Figure 6).

Quantité (pgr) Aire du pic (uV/sec)

0 0

0,83 2042539

1,67 4341801

2,5 6678412

3,33 10616602

417 11233453

5 13565327

16000000

14000000 f(x) = 2799719 80869264 - 73851,8074458178

12000000
10000000
8000000
6000000
4000000
2000000

?=10,9850720707

Colonne B

Régression linéaire
pour Colonne B

Figure 6 : fonction mettant en relation quantité de produit et aire du pic.
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La fonction permettant de mettre en relation la quantité de Boldine avec I'aire de son pic
est f(x)=2799719,81x - 73851,81.

Nous avons déterminé l'aire du pic de Boldine dans I'extrait de Boldo: 2022656 p/V/sec.
Grace a la fonction, on calcule la quantité présente dans les 30 pL: 0,6961 pg.

On peut en déduire ainsi la concentration qui est de 0,0232 pg/uL.

Dans l'extrait de Boldo (50 mL), 1,16 mg de Boldine sont présentes pour deux sachets
infusés (3,6 g de feuilles de Boldo séchées).

La patiente consommait 2 sachets par soir soit 1,16 mg de Boldine par jour pendant 3

jours consécutifs.

5.2 RESULTATS OBTENUS EN UPLC COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE

-Etude du filtrat et du standard de la Boldine en infusion directe:

La méthode n'’utilise pas de présélection de molécule.

La méthode d’acquisition est de type «MS simple» toutes les deux minutes en Polarité
Positive sur une gamme de masse de 100 a 1000 Dalton (Da).

Application d’une correction toutes les secondes grace au «LockSpray»(la Leucine
Enkephaline d’un poids de 556,2771 Da).

On obtient le résultat suivant (Figure 7):
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Figure 7: Spectre MS en mode positif du filtrat N°1 centré sur la Boldine (intensité du pic
5,26 10')

La premiére proposition de composition Elémentaire proposée par la machine en prenant
en compte l'ion parent pour le pic obtenu a la masse de 328,1549 Da +/- 0,9 mDa (masse
correspondant a la Boldine + H*) est C, H, NO, (Figure 8) soit la formule de la molécule de

Boldine + H* avec un pourcentage de confiance de 15,28%.

Mass Calc.Mass | mDa | PPM | DBE [ Formula [i-rr [i-FATNorm [Fitconf% | ¢ [ H [ N [ o [Na[ k]
381547 381549 02 -06 95 CI9 H2 N O4 12344 1879 15.28 190 225 & 4
3281562  -15 -46 145 C20 Hi8 N5 12345 1955 14.15 0 18 5
381525 22 67 65 C17 H23 N O4 Na 12346 2044 1295 7 Bk B i
3281538 09 27 115 CI8 HI9 N5 Na 12346 2068 1264 18 19 5 1
38152 25 76 105 CI5 Hi8 N7 02 12350 2454 8.59 15° Ry 7 2
3281498 49 149 75 CI3 HI9 N7 02 Na 12352 2660 7.00 134 40) 77 3% 1§
3281504  -47 -143 65 C9 HI8 Ni1 03 12356 3116 443 9 18 11 3

Figure 8: Proposition de formule brute pour la masse (m+H) de 328,1549 Da +/- 0,9 mDa.
La proposition du spectrometre pour le pic (figure 9) de 314,1399 Da +/- 0,9 mDa (masse

correspondant a la Norboldine + H*) est C,_H, NO, (Figure 10) soit la formule de la

molécule de Norboldine + H* avec un pourcentage de confiance de 45,74%.
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Figure 9: Spectre MS en mode positif du filtrat N°1 centré sur la Norboldine (intensité du
pic a 1,59 10").

Elements Used:

Mass Calc. Mass I mDa I PPM | DBE | Formula i-FIT i-FIT Norm | Fit Conf % | C [ H | N | 0o [ Na ] K |
314.1399 3141392 07 22 95 (18 H20 N 04 10090 0.782 45.74 18 20 1
314.1406 07 -22 145 (19 HI6 N5 1009.8 1651 1918 19 16 5
314.1382 17 . 54 115 (€17 H17 N5 Na 10102 2.028 1316 iz° a7 5 1
314.1368 31 99 65 (16 H21 N 04 Na 10102 2.048 1291 16 2 1 4 1
314.1365 34 108 105 (C14 H16 N7 02 10116 3444 319 14 16 7 2
314.1383 16: 52 65 Cl4 HZ N5 0K 10119 3.697 248 1“2 . 2 1
314.1438 -39  -124 65 (8 H16 N11 03 10128 4651 095 8 16 11 3

Figure 10: Proposition de formule brute pour la masse de 314,1399 Da +/- 0,9 mDa.

On refait une acquisition selon le mode «MS simple» de deux minutes en Polarité
Négative sur la méme gamme de masse. La correction est appliquée toutes les secondes
avec le «LockSpray»(Leucine Enkephaline a 554,2615 Da).

Visuellement il n’apparait pas de pic a 326,3743 Da, ce qui nous permet de conclure que
la Boldine ne se ionise pas en mode négatif dans les conditions étudiées.

On refait les acquisitions en polarité positive et négative encore deux fois pour voir si elles

sont répétables, ce qui est le cas.
Il nest pas noté de pic en mode positif et négatif autour de 168,23284 Da, masse

correspondant a I’Ascaridole, ni a 154,2493 Da, masse de I'Eucalyptol écartant fortement

la probabilité d’extraction de ces terpénes par infusion.
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-Etude du filtrat et du standard de la Boldine en UPLC-MS:

On recrée un Standard de la Boldine en diluant de la Boldine pure de chez Aldrich dans de
I’éthanol permettant d’obtenir une solution a la concentration de 133 pg/uL de Boldine
dénommée Standard de la Boldine.

On effectue un premier profil chromatographique sur le matériel décrit précédemment
couplé a une Colonne C_ avec des particules de 1,7 ym de taille 2,1x50 mm, avec 5 yL de
Standard de la Boldine permettant d’obtenir un temps de rétention de la Boldine qui dans
ces conditions (en positif) est de 1,67 min, corréler a la masse donnée par le spectromeétre

de masse soit 328,1544 Da +/- 0,9 mDa (M+H*) (Figure 11).

1303{6-Filtrat1-LC-MSE-pos-3 1: TOF MS ES+
169 328.150.05000a
1007 4795

s — T Time

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
025 050 075 1.00 32, 150 175 200 225 250 275 3.00 b k] 350 375 4.00 425 450 475 5.00 525 550 575 6.00 6.25 B6.50 B.75

Figure 11: Profil chromatographique du standard de Boldine a la masse de la Boldine.

On effectue ensuite un profil chromatographique avec 5uL du filtrat N°1  obtenu par
infusion de Boldo dans 100mL d’eau. Le profil chromatographique obtenu retrouve
plusieurs pics dont un a 1,67 min pour lequel le spectrométre de masse annonce

328,1544 Da +/- 0,9 mDa (Figure 12).
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Figure 12: Profil chromatographique du filtrat N°1 & la masse de la Boldine.

Le pic obtenu peut donc étre considéré comme de la Boldine.

Ne retrouvant pas en spectrométrie de masse de pics correspondants a I'ascaridole et a

I’eucalyptol dans le filtrat N°1, on décide de procéder de la fagon suivante:

-Concentrer l'infusion de Boldo en mettant 3 sachets de Boldo a infuser dans 100 mL
d’eau pure porter a 100°C (dénommée solution 3S).

Il a donc été procédé comme avec le filtrat N°1 en injectant 5uL de solution 3S dans le
chromatographe afin de séparer les molécules. Il a ensuite été procédé a une analyse en
spectrométrie de masse afin de rechercher la masse de I'ascaridole (168,1128 m/z) et de
'eucalyptol (154,1493 m/z) sur I'un des pics. Aucun des pics mis en évidence n’est
significatif pour ces masses (Figure 13) . Nous en déduisons qu’il n’y a pas d’extraction de
I’ascaridole et de I'eucalyptol par infusion en milieu aqueux dans les conditions testées.

Ce qui semble logique, ces terpénes étant plutdt extrait en milieu alcoolique.
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Figure 13: Correspondance de pic en fonction de la masse de I'eucalyptol (spectre du

haut) et de I'ascaridole (spectre du bas).

-Procéder a une extraction alcoolique a froid par infusion d’'un sachet dans 100 mL
I’éthanol pur pendant 15 minutes (dénommé Solution OH) afin d’affirmer ou infirmer la
présence de ces terpénes dans les feuilles de Boldo. Les terpénes ayant une plus forte
solubilité dans l'alcool que dans l'eau.

On injecte 5pL de Solution OH dans le chromatographe puis on procéde a la méme
recherche de masse que précédemment.

Les conclusions pour la solution OH sont identiques a la solution 3S (Figure 13). Ce qui
démontre que soit I'on n’a pas réussi a extraire ces terpénes dans les conditions précisées
ci-dessus, soit les concentrations sont trop faibles pour que le spectrométre de masse les
détecte, soit qu’il n’y a pas d’eucalyptol et d’ascaridole dans les feuilles de Boldo utilisées
par Médiflor®.

Toutefois, on notera que I'extraction alcoolique a permis d’obtenir de la boldine.
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6. DISCUSSION

6.1 ELEMENTS POUVANT REMETTRE EN QUESTION UN LIEN DE CAUSE A EFFET
ENTRE BOLDO ET EFFETS NEURO-PSYCHIATRIQUES :

6.1.1 Résultats obtenus en laboratoire :

Les résultats obtenus en laboratoire montrent la présence de 1,16 mg de Boldine pour
deux sachets de feuilles de Boldo Médiflor infusés. Ce qui correspond chez cette patiente
a une dose journaliere de 26 pg/kg administrée per os. Or les effets neuroleptiques
obtenus par Zetler chez la souris [8], le sont par administration SC pour des doses allant
de 1,5 mg/kg pour obtenir la catalepsie a 23 mg/kg pour potentialiser I'effet du Thiopental.
Aucune publication n’a été retrouvée avec une administration orale de Boldine. Le
passage hépatique suivant 'administration orale de Boldine laisse penser que pour obtenir
des effets neuroleptiques, des doses beaucoup plus importantes de Boldine devraient étre
administrées du fait d’'un possible métabolisme hépatique.

Les tests effectués en spectrométrie de masse n’ont pas permis de mettre en évidence
d’extraction d’Ascaridole par infusion de sachets de Boldo pendant 15 minutes. Cependant
la patiente avait semble-t-il consommé les tisanes aprées infusion des sachets de Boldo sur
une durée plus importante. Nos tests de 15 minutes pourraient étre insuffisants car ne
reproduiraient peut-étre pas les conditions exactes d’infusion avant consommation et ne
permettraient donc pas d’exclure formellement une trés faible extraction d’ascaridole. En
sachant toutefois que I'extraction optimale d’huile essentielle telle que I’Ascaridole se fait

par percolation et non infusion.

6.1.2 La Clinique :

La sémiologie psychiatrique peut également laisser un doute quant a la survenue d’un
épisode de Bouffée Délirante Aigtie (BDA). Pour cette observation clinique, qualifiée de
«syndrome confusionnel atypique avec quelques éléments persécutifs», nombre de
symptémes correspondent a une BDA. L’apparition brutale des symptémes, les
hallucinations psycho-sensorielles riches, la conviction délirante totale au moment de

I'apparition des hallucinations, I’humeur labile sont compatibles avec une BDA. Cependant
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'absence d’automatisme mental (pensée imposée ou volée), de dépersonnalisation, de
themes multiples, la disparition des symptémes en moins d’'une semaine sans traitement
neuroleptiques écartent trés probablement ce diagnostic.

D’autres troubles psychiatriques auraient pu étre évoqués mais I'absence de récidive a un

an rend cet aspect diagnostic improbable.

6.1.3 Les Examens Complémentaires :

Lors de I'hospitalisation de la patiente, seuls les toxiques tels que ['éthanol, les
tricycliques, les barbituriques et les anxiolytiques ont été recherchés. Il n’a été fait aucun
dosage des toxiques de type cannabis, cocaine et héroine. Toutefois, 3 arguments
peuvent étre avancés contre I'’hypothése de la responsabilité de tels toxiques dans le cas
de cette patiente :

-premierement la patiente ne présentait qu’un signe d’imprégnation cannabinoide:
la tachycardie. Il n’y avait pas de mydriase, pas d’hypertension artérielle, pas
d’hyperhémie conjonctivale, pas d’hyperphagie, pas de sécheresse buccale. Ceci rend
peu probable cliniquement l'intoxication cannabique.

-deuxiemement la tranche d’dge de la patiente rendant statistiquement peu
probable ce type de consommation

-troisiemement le fait que les symptdmes soient apparus en fin de journée alors que
I'enfant était restée en permanence avec sa grand-mére.

Par ailleurs, une fois la suspicion d’intoxication a la Boldo établie, soit a 48 heures du
début d’apparition des symptdmes et alors que ces derniers avaient quasiment disparus,
aucun dosage de boldine ou d’ascaridole dans le sang ou les urines n’a été effectué. Mais
ces toxiques ne sont pas dosables en routine et malheureusement aucun prélévement de

sang et/ou d’urines n’a été conservé.

6.1.4 La «Boldoflorine»:

La pauvreté des cas rapportés d’intoxication au Boldo peut aussi faire discuter le lien de
cause a effet entre consommation de Boldo et symptémes neuropsychiatriques chez notre
patiente. Le Boldo qui est consommé en France depuis maintenant 80 ans au travers
initialement de la Boldoflorine®, n’a pas donné lieu au signalement d’effets secondaires

d’ordre neurologique ni d’ailleurs d’aucun autre effet indésirable. Cependant les sachets
34



de Boldoflorine® sont une association de Boldo, Séné, Bourdaine et Romarin avec
seulement 105mg de feuille de Boldo soit 15 fois moins que dans les sachets consommeés
par la patiente.

Par ailleurs, I'utilisation de la phytothérapie sous forme d’infusion, n’est pas une pratique
majeure en France. Au sein méme des patients ayant consommé de la Boldo, le nhombre
d’enfants est probablement faible, la consommation de tisane en pédiatrie étant peu

répandue.

6.2 ARGUMENTS EN FAVEUR D’UN LIEN DE CAUSE A EFFET ENTRE
CONSOMMATION DE BOLDO ET EFFETS NEURO-PSYCHIATRIQUES :

6.2.1 Présence de plusieurs molécules a noyau aporphine et noraporphine :

On sait que la feuille de Boldo contient 17 alcaloides dont 5 de type aporphine, Boldine
comprise, et 3 molécules de type noraporphine dont la Norboldine [15]. La Boldine et la
Norboldine différent seulement par la substitution du groupement méthyl par un atome

d’hydrogéne au niveau de I'azote (image 3).

Image 3: Boldine Norboldine

Toutes ces molécules possédent donc le méme type de noyau aporphine (image 4) qui
semble responsable, pour la Boldine notamment, de la forte affinité de celle-ci in vitro pour

les récepteurs D1 et D2 dopaminergiques du striatum.
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D’apres Asencio chez la souris et aprés injection intra-péritonéale de Boldine, cette
derniere a concentration sanguine suffisante est un antagoniste des récepteurs
dopaminergiques centraux avec effets neuroleptiques. Et serait agoniste dopaminergique
partiel a faible concentration sanguine. Ceci pouvant peut-étre expliquer les symptémes
neuro-psychiatriques constatés chez notre patiente.

Par ailleurs, d’aprés Zetler, chez la souris apres injection SC de Boldine, on observe des
effets centraux (neuroleptiques, anti-convulsivants, analgésiques). La Boldine se
comportant comme un agoniste ou antagoniste partiel de la morphine en fonction des

concentrations sanguines.
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Image 4: Noyau Aporphine

En laboratoire, nous avons mis en évidence par spectrométrie de masse dans les
infusions de Boldo la présence de Boldine et de Norboldine, l'intensité du pic de la
Norboldine représentant un tiers du pic de la Boldine. Or l'intensité du pic étant corréler a
la concentration de la molécule, nous pouvons en déduire que la concentration en principe
actif aporphinique est au moins d’un tiers supérieure a la concentration de Boldine
calculée. A cela viennent s’ajouter les six autres molécules aporphines et noraporphines
non quantifiées (isoboldine, isocorydine, N-oxyisocorydine, N-méthylllaurotétanine,
norisocorydine, laurotétanine). Il est donc avéré que si I'on ne prend en compte que la
Boldine, on sous-estime la concentration en principe actif alcaloide obtenu par infusion de
la feuille de Boldo.

Par ailleurs, parmi les alcaloides présents dans les infusions de boldo, certaines
molécules, qui prisent individuellement n’ont pas d’activité neurologique évidente,
pourraient potentialiser I'effet d’autres molécules, et notamment celle de la Boldine.

Enfin, Asencio dans son article sur laffinité de la Boldine pour les récepteurs
dopaminergiques évoque une possible inaction de cette derniére sur certains sous-groupe
de récepteurs [9]. Les multiples molécules a noyau aporphine présentes dans I'infusion de
feuille de Boldo pourraient palier a cette inaction.
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En plus des 17 alcaloides présents dans la feuilles de Boldo, on retrouve aussi 15 huiles
essentielles de type terpénique (Ascaridole et Eucalyptol étant majoritaires), un hétéroside
mal défini: la Boldoglucine auxquels viennent s’ajouter des tanins, des acides organiques
et des matieres minérales.

Hors, les dérivés terpéniques ont aussi des effets neurotoxiques prouvés.

Ce ne serait donc peut-étre pas I'action isolée de la Boldine qui devrait étre incriminée
pour expliquer les effets secondaires observés chez notre patiente aprés consommation

de tisanes de Boldo.

6.2.2 Cas non publiés :

Les indiens Mapuches, communauté aborigéne du centre du Chili, utilisent dans leur rites
chamaniques des encens a base de Cannelle et de Boldo qui sont inhalés par le «Machi»
(chaman Mapuche). L’essentiel de la culture étant basé sur la communication avec les
esprits de la nature, la richesse des hallucinations visuelles est primordiale dans la
sélection du produit utilisé de fagon rituel. Réatsch pense que cet effet est lié a la structure
aporphine de la Boldine. Pour cette hypothése, il fait le parallele entre la fleur du Lotus
Blanc (Nymphaea Ampla) ingérée par les civilisations précolombiennes dans leur rites
chamaniques puis par les Hippies installés au Chiapas dans les années 1960 . Il explique
que le principe actif, présent dans cette plante est une molécule a noyau aporphine proche
de la Boldine et attribue donc les effets de ces encens Mapuches a la Boldo [16].

Le Physicians’ Desk Reference® (PDR®) sorte de Vidal® américain ainsi que Duke
mentionnent aussi dans leur fiches respectives sur la Boldo, un cas d’hallucinations
visuelles et auditives ainsi que d’aphasie motrice partielle suite a la consommation orale
de Boldo pendant plusieurs mois. Ce cas est décrit dans «de la vieille littérature

scientifique» mais la source précise n’est pas mentionnée [6][7].

6.2.3 Particularité de la Patiente :

Bien que [l'utilisation d’infusion de feuille de Boldo soit sans doute rare chez I'enfant,
'EMEA dans son rapport de 2009 déconseille cette utilisation chez I'enfant du fait d’un
manque de publications sur le sujet [17]. En effet la physiologie de I'enfant n’est pas
comparable a celle de I'adulte et les données concernant la consommation de Boldo chez

I’adulte ne peuvent étre transposées telles quelles chez I'enfant. La patiente était agée de
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12 ans, mesurait 1m50 pour 44 kg (Indice de Masse Corporelle (IMC) a 19,6 kg/m?2 soit le
80eme percentile). Elle présentait un stade de puberté Tanner 1 soit au tout début de sa

puberté.

Les hypotheses émises par Asencio pour expliquer le peu de cas d’effets neurologiques
rapportés dans la littérature concernant des personnes ayant consommeées des infusions
de Boldo sont:

-le faible passage de la barriere hémato-méningée

-le fort métabolisme avant d’atteindre le cerveau

-I'inaction de la Boldine sur certains sous-groupes de récepteurs.

Toutefois, dans l'observation que nous rapportons, la symptomatologie neuro-
psychiatrique pourrait s’expliquer par une hypersensibilité individuelle particuliere des

récepteurs dopaminergiques de notre patiente a la Boldine.

6.2.4 Cinétique de dégression des symptéomes :

Dans notre observation clinique, la chronologie (horaires d’apparition et de disparition des
symptémes) est également un argument en faveur de l'imputabilité des hallucinations a la
consommation de tisane de Boldo. Les hallucinations ont commencé 4 heures aprés la
derniére prise de tisane et ce en dehors de toute autre prise médicamenteuse pour céder
aprés 48 heures d’hospitalisation sans aucun traitement. La Pharmacovigilance du CHU
de Poitiers auprés de laquelle un signalement avait été effectué a d’ailleurs retenu le cas
comme probable principalement pour cette raison (annexe 1). Ce cas a ainsi donné lieu a
un poster et une communication orale lors du 7éme congres de Physiologie,

Pharmacologie et Thérapeutique qui s’est tenu a Dijon du 4 au 6 Avril 2012 (annexe 2).
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7. Conclusion

Bien que peu de publications incriminent la feuille de Boldo pour ses effets neurologiques
indésirables chez les consommateurs, son implication dans ce cas pédiatrique apparait
trés probable.

La forte affinité de la Boldine pour les récepteurs dopaminergiques D1 et D2 du striatum in
vitro chez la souris, les effets neuroleptiques, anticonvulsivants et antinociceptifs de la
boldine rapportés in vivo chez la souris, permettent d’incriminer cet alcaloide majeur de la
feuille de Boldo pour expliquer la symptomatologie neuro-psychiatrique constatée dans
notre observation.

En laboratoire, 'analyse aprés infusion des sachets de feuille de Boldo a permis de mettre
en évidence de la Boldine en quantité non négligeable mais également d’autres molécules
a noyau aporphine telle la Norboldine dont on sait également son affinité pour les
récepteurs dopaminergiques.

La mise en évidence d’autres pics non identifiés en UPLC et spectrométrie de masse,
montre que linfusion de feuille de Boldo permet I'extraction de nombreuses molécules
dont certaines sont peut-étre neurotoxiques.

La spécificité physiologique de notre patiente, &gée de 12 ans est également a prendre en
compte, 'administration de cette plante étant déconseillée chez I'enfant.

Enfin la possibilité d’'une sensibilité individuelle particuliere a la Boldine pourrait expliquer
le tableau clinique présenté par la patiente.

La phytothérapie, notamment en automédication et chez I'enfant, doit étre utilisée avec
prudence. |l semble nécessaire de ne pas recommander I'administration orale d’infusions
de feuilles de Boldo chez l'enfant du fait d’effets secondaires neuro-psychiatriques

possibles.
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