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Résume

Ruta montana communément appelé Fidjel est connue comme plante médicinale, utilisée dans
la médecine traditionnelle Algérienne comme emménagogue, antispasmodique et rubéfiant.
Le screening phytochimique nous a permit de confirmer la présence des alcaloides, des
coumarines, des tanins, des stérols et des triterpenes et I’absence des saponosides et des
anthocyanes. Les différents extraits de Ruta montana ont été testés pour leur activité
antioxydante, antibacérienne et antifongique. L’évaluation du pouvoir antioxydant par deux
méthodes (piégeage de DPPH' et FRAP) a révélé in vitro des capacités antioxydantes chez
tous les extraits, cependant les résultats des tests antibactériens obtenus ont mis en évidence
des zones d’inhibition de diametres dépassant 18 mm, pour les quatre souches bactériennes
(B. cereus, S. aureus, S. typhimurium et E. coli) concernant toutes les extraits étudiées,
suggérant une forte sensibilité des bactéries aux extrais testés. L’étude de I’effet antifongique
des différents extraits a montré une spécificité tres marquée pour le champignon Aspergillus
niger plus que le champignon Fusarium oxysporum aussi bien pour les graines et les feuilles
que pour les alcaloides totaux. Une étude est effectué pour évaluation de la toxicité aigue et
subaigiie des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana sur des souris Swiss
albinos de sexe male et femelle. Les différentes méthodes de calcule et graphique nous a
permis de déterminer la DLs, chez les souris males et femelles, qui est estimée a 372, 6 + 13,7
mg/kg et 217 £ 8, 3 mg/kg respectivement. La toxicité aigue est évaluée par I’administration
de la dose 129, 68 mg/kg et 75, 23 mg/kg (1/3 de la DLsg) chez les souris males et femelles
respectivement par voie intrapéritonial et par simple application a permis d’enregistrer chez
les souris males une diminution significative de la masse relative des poumons apres 24h et
5°™ jour et du foie apres le 5°™ jour. Chez les souris femelles, nous avons constaté une
diminution des poumons et une augmentation du foie significative apres 24h. Les
parametres sériques (ASAT, ALAT, PAL, Urée et Créatinine) n’ont connu aucun changement
significatif chez les souris méales et femelles. Les parametres sanguins (GB, CCMH, LYM et
GRA) ont connu une augmentation significative et une diminution du VGM apres 24h chez
les souris femelles, alors rien n’a été€ enregistré dans les parametres hématologiques des souris
males. L’étude de la toxicité subaigiie chez les souris méales et femelles traitées par des
alcaloides totaux de Ruta montana avec les doses de 19,425 mg/kg et 11,28 mg/kg (1/20 de
la DLsp) respectivement pendant 28 jours, a montré une augmentation significative dans la
masse relative des testicules chez les souris males et de la rate chez femelles avec une
diminution de la masse du foie chez les souris males. Aucun changement significatif dans les
valeurs de 'urée, créatinine et des transaminases hépatiques (ASAT et ALAT et PAL) du
sérum des souris males, cependant on a enregistré une diminution significative de la
phosphatase alcaline dans le sérum des souris femelles, une augmentation significative des
globules rouge chez les souris males et des granulocytes chez les souris femelles. Des
congestions rénales et hépatiques avec des cedémes cérébraux sont observées sur les coupes
histologiques des reins, du foie et du cerveau des souris méiles et femelles.

Mots clés : Ruta montana, alcaloides totaux, DLs, toxicité aigue, toxicité subaigiie, souris.



Abstract

Ruta montana commonly known as Fidje is known as a medicinal plant, used in traditional
Algerian medicine as an emmenagogue, antispasmodic and rubefacient. Phytochemical
screening allowed us to confirm the presence of alkaloids, coumarins, tanins, sterols and
triterpenes and the absence of saponosides and anthocyanins. The various extracts of Ruta
montana were tested for their antioxidant, antibacterial and antifungal activity. The evaluation
of the antioxidant capacity by two methods (DPPH and FRAP) revealed in vitro an
antioxidant capacities in all extracts, however the results of the antibacterial tests obtained
showed zones of inhibition with diameters exceeding 18 mm for the four bacterial strains (B.
cereus, S. aureus, S. typhimurium and E. coli) for all extracts studied, suggesting a high
sensitivity of the bacteria to the extracts tested. The study of the antifungal effect of the
various extracts showed a very marked specificity for the fungus Aspergillus niger more than
the fungus Fusarium oxysporum as well for the seeds and the leaves as for the total alkaloids.
A study is carried out to evaluate the acute and subacute toxicity of total alkaloids from the
aerial parts of Ruta montana in male and female Swiss albinos mice. The different calculation
and graphing methods allowed us to determine the LDsy in male and female mice, which is
estimated at 372.6 + 13.7 mg/kg and 217 + 8.3 mg/kg respectively. The acute toxicity is
evaluated by the administration of the dose 129.68 mg/kg and 75.23 mg/kg (1/3 of the LDs)
in the male and female mice respectively intraperitoneally and by simple application allowed
in male mice to a significant decrease in the relative mass of the lungs after 24 and 5t day
and in liver after 5" day in male mice however, in female mice we found a significant
decrease in lungs and significant increase in liver after 24h. Serum parameters (ASAT, ALT,
PAL, Urea and Creatinine) did not change significantly in male and female mice. The blood
parameters (GB, MCHC, LYM and GRA) showed a significant increase and a significant
decrease in VGM after 24h in female mice, whereas no thing was recorded in the
hematological parameters of the male mice. The subacute toxicity study in male and female
mice treated with total alkaloids of Ruta montana with doses of 19.425 mg/kg and 11.28
mg/kg (1/20 of the LDsg) respectively for 28 days, showed a significant increase in the
relative mass of testes in male mice and spleen in female mice with a decrease in liver mass in
male mice, no significant change in urea, creatinine and liver transaminase values (ASAT and
ALAT and PAL) in serum from male mice, however there was a significant decrease in serum
alkaline phosphatase in female mice, a significant increase in red blood cells in male mice and
granulocytes in female mice. Renal and hepatic congestions with cerebral edema are observed
on histological sections of the kidneys, liver and brain of male and female mice.

Keywords : Ruta montana, total alkaloids, LDs, acute toxicity, subacute toxicity, mices.



Liste des abréviations

(*): Diftérence Significative (p<0,05).

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ANOVA : Analyse de Variance

ALAT : Alanine Amino Transférase

ASAT : Aspartate Amino Transférase

CCM: Chromatographie sur Couche Mince
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
DMSO : Diméthyle Sulfoxyde

DLS50: Dose Létale 50

DPPH : 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl

EAT : Extrait des Alcaloides Totaux

EBF : Extrait Brut des Feuilles

EBG : Extrait Brut des Graines

EC50 (IC50): Concentration Effective a 50%
EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
ERO : Espece Réactive d’Oxygene

FNS : Formule Numérique Sanguine

FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power
HCT: Hématocrite.

HGB: Hémoglobine.

IP : IntraPéritonial

GPx : Glutathion réductase

GRA : Granulocytes.

LYM : Lymphocytes.

MCH : Teneur Corpusculaire en Hémoglobine.
MCHC (CCMH): Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine.
MCYV (VGM): Volume Globulaire Moyen
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
PDA : Potato Dextrose Agar

PI : Pourcentage d’Inhibition

PLT : Plaquettes.

RBC : Red Blood Cells.

RDW : Masure de I'homogéneité de la taille de globule rouge (indice d'anisocytose).
SD: Standard Deviation

SEM: Standard Error of Mean

SOD : Super Oxyde Dismutase

WBC: Wight Blood Cells.

UV : Ultra-Violet.

XO : Xanthine Oxydase

%2: Khi-deux
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Introduction

epuis des milliers d’années, I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes
représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux
métabolites secondaires qui ont I’avantage d’étre d’une grande diversité de structure chimique
et ils possedent un tres large éventail d’activités biologiques. Cependant 1’évaluation de ces

activités demeure une tache tres intéressante qui peut faire 1’intérét de nombreuses études.

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée ; cependant ces ressources végétales
potentielles et la valorisation de ses especes n'ont été que partiellement étudiées, le genre Ruta
appartient a la famille des Rutaceae, ce dernier est largement répandu surtout dans les régions
montagneuses. De nombreuses especes de ce type sont utilisées en médecine traditionnelle car
elles contiennent plusieurs molécules dotées d'activités thérapeutiques; parmi les especes les
plus connues, on trouve Ruta montana, communément appelée Fidjel. Cette plante est
largement utilisée comme plante médicinale pour ses propriétés abortives et anti-fertilité,
antispasmodique, analgésique, antirhumatismale, emménagogue et antiparasitaire,
antifongique, médicament anti-inflammatoire; désinfectant; antipyrétique (Oliva et al., 2003 ;

Duke et al., 2008 ; Kambouche et al., 2008 ; Belkassam et al., 2011).

Cela due a la présence de divers composés tel que les huiles essentielles (cétones
aliphatiques), coumarines (rutarine, furanocoumarines: psoraléne, bergapténe, xantotoxine),
furoquinolines et dérivés d'acridone), flavonoides (rutoside) et tanins (Baba Aissa, 1999 ;

Touati, 2000 ; Benziane, 2007 ; Djarri et al., 2013).

Cependant, l'utilisation des plantes comme remede ne signifie pas qu'elles sont toujours
bénéfiques pour la santé humaine, en effet les observations de Masri et al. (2015), d'un cas
d'intoxication aigué par Ruta montana, 1'analyse toxicologique de l'urine montre une forte

présence d'alcaloides.

A partie de ces données, on s’intéresse dans cette présente étude sur I’évaluation de quelques
activités pharmacologiques des différents extraits de Ruta montana mais beaucoup plus sur la
toxicité aigiie et subaigiie liée aux alcaloides totaux de cette espece chez les souris maéles et

femelles.
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Partie I : Synthese bibliographique
Chapitrel. La plante Ruta montana

Ruta montana connu sous le nom vernaculaire Fidjel appartient a la famille des Rutacées
(Claisse, 1993). Les Rutacées sont souvent des plantes ligneuses possédant des poches
sécrétrices d’un type qui n’est rencontré dans aucune autre famille dites schizolysigenes
(Ozenda, 2000). Ces poches, d’origine épidermique, sont toujours superficielles et liberent
leur contenu, une huile essentielle, a la moindre pression. Cette famille compte plus de1500

especes en grande partie, arborescentes et poussant dans les pays tropicaux.
Suivant les variations de 1’ovaire et du fruit, les Rutacées se divisent en 3 sous-familles :

> Les Rutoidées
» Les Toddalioidées
» Les Aurantinoidées (Hyewood, 1996 ; Bossokpi, 2003).

Le genre Ruta appartient a la sous famille des Rutoidées. Ruta vient du grec 'rhyté' qui
signifie sauvé, prévenir (Doerper, 2008). On rencontre en Algérie 04 especes : Ruta montana ,
Ruta chalepensis, R. tuberculata et R. latifolia. Les especes different entre elles par 1’allure
des feuilles, de la grappe fructifere, des bractées et des sépales (Quezel et Santa, 1963 ;

Bezanger, 1986 ; Ozenda, 1991).
1.1. Position dans la systématique

e Reégne : Plantae

e Sous regne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
e Super division : Spermatophyta (plantes a graine)
e Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

e Sous division : Angiospermae

e C(Classe : Magnoliopsida (dicotylédons)

e Sous classe : Rosidae

e Ordre : Sapindales

e Famille : Rutaceae

e Genre : Ruta

e Espece : Ruta montana (Bonnier, 1999; Wiart, 2006 ; Takhtajan, 2009)
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1.2. Description botanique

Ruta montana appelée communément rue des montagnes est un arbrisseau de la famille des
Rutaceae, du genre Ruta. C'est une plante méditerranéenne semi arbustive, de 40 cm a un
metre de haut environ, tres ramifiée et ligneuse a la base (Fournier, 1948 ; Hammiche et

Azzouz, 2013 ; Hammiche et al., 2013) (Fig.1).
v’ La partie aérienne
-Tiges : Droites, cylindriques, treés rameuses, glabres et glauques de 2 a 5 pieds de hauteurs.

-Feuilles : Pétiolées, alternes, éparses, composées, d’un vert glauque, a folioles ovales

obtuses, épaisses, légerement dentées sur les bords ou entieres.

-Fleurs : Jaunes, a cinq pétales concaves qui renferment dix étamines bien plus longues que
les pétales et terminées par des antheres presque ronds, pédonculées en corymbe terminal

(Miller, 1785, Villars, 1789).

-Fruits : Des capsules globuleuses a lobes arrondies et pédoncule court (4 mm) et se

terminent par 4 ou 5 lobes arrondis, apparents ; libérant a maturité de petites graines noiratres

(Hammiche et al., 2013).
-Semences : Réniformes, a embryon renfermé dans un albumen charnu (Thielens, 1862).
-Odeur nauséabonde et saveur chaude et amere.

v' Partie souterraine

-Racines : Blanches, fibreuses et a nombreuses radicules (Thielens, 1862).

Page 3



Synthese bibliographique | 2018

Figurel: La plante Ruta montana (Amoen, 1756)

1.3. Origine, habitat et distribution géographique

La rue est une plante originaire du Sud Est de I'Europe. Elle est largement répandue dans le
monde entier a cause de ses propriétés ornementales et médicinales, elle est souvent cultivée

dans les jardins pour ses qualités décoratives en variété de couleur (Bezanger et al., 1976 ;
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Bezanger et al., 1986). Elle a été introduite en Grande Bretagne, en Espagne, un peu moins en
Italie et en Yougoslavie. L’Espagne est le grand producteur d’huiles essentielles de la Rue.
Elle a été introduite en médecine chinoise, il y a pres de deux siecles et est devenue tres

connue par la population (Bezanger et al., 1976 ; Bossard et Cuisance, 1981 ; Rubin, 1988).

La Rue pousse spontanément dans les rochers, les lieux arides, vieux murs, collines
seches et elle est abondante dans les terrains calcaires et bien exposés au soleil dans les
régions méditerranéennes (Quezel et Santa, 1963 ; San Miguel, 2003 ; Doerper, 2008),
cependant les rues sauvages croissent dans les pays chauds aux lieux rudes, pierreux et

montagneux (Lemery, 1732).

En Algérie, elle est rencontrée dans les zones montagneuses de l’intérieur sur 1’Atlas

Saharien et les pelouses arides (Clevely et Richmond, 1997).
1.4.Les variétés ornementales et appellations

Les especes de Ruta les plus connues sont tres proches en forme, composition et en propriétés

pharmacologiques :

eRuta montana : C’est la rue des montagnes (synonymes : Ruta legitima Jacq. ; Ruta
tenuifolia Gouan) ou bonne rue (Bonnier, 1999), appelée vulgairement en Algérie : fidjlet el-
djbel ou Fidjela a une odeur fétide tres intense (Baba Aissa, 1999) ou encor Fijel (la rue
sauvage) (Lahsissen ez al., 2009). Autre appellations comme la Rue puante, péganion,

herbe de grace, plante de bonheur, rue de la bible (Cousin, 1999).

eRuta graveolens : Graveolens vient du latin « gravis » qui signifie fort et du verbe « olere »
qui veut dire sentir, donc odeur forte et désagréable (Doerper, 2008). Appelée aussi rue
officinale, rue-puante, rue fétide, rue des jardins, herbe a la belle-fille, rue des murailles
(Bonnier, 1999) et également péganion (LE Moine, 2001), cette espece est appelée
vulgairement Fidjen (Abdulbasset et Abde Tawab, 2008).

eRuta chalepensis : La rue d’Alep, plante herbacée a tige ligneuse a la base, pouvant
atteindre 1 m (Baba Aissa, 1999). La rue est citée sous le terme de < sadzab par
Abdulbasset et Abde Tawab (2008), elle est aussi dite en berbere: .3 aouermi, Issel, Issin
(Baba Aissa, 1999). Autres noms sont indiqués par Duke et al. (2008), Al Shathap <&,

Bou Ghans, en grec : Pigamzent.
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1.5.Usages dans la médecine traditionnelle

Dioscorides affirme que Ruta a les propriétés suivantes: Les graines et les feuilles sont un
antidote général contre les toxines, y compris les morsures de serpent. Les extraits sont utiles
pour traiter les infections internes et les inflammations (par exemple des bronches), les ulceres
externes et I'eczéma. Ces dernieres activités peuvent s'expliquer par les activités cytotoxiques
et antimicrobiennes des alcaloides acridones. En outre, les extraits de Ruta ont été utilisés
pour l'avortement; dans ce cas, les alcaloides et les huiles essentielles peuvent étre les

ingrédients actifs.

-En Maroc, La rue a de multiples applications : abortif puissant, par son principe actif, elle
soigne la jaunisse, elle est utilisée en fumigation pour entrer en contact avec les génies. C’est
son action photo sensibilisante qui lui vaut d’étre employée dans le vitiligo (Claisse, 1993).
Les racines, en décoction, sont employées contre les maux d’estomac, les affections de
I’appareil respiratoire et les maladies du foie, alors quand la plante séchée et pulvérisée est
associée au laurier, a I’armoise blanche, a la lavande, au thym et a la menthe pouliot pour
faire une décoction contre les coliques (Benchadbane et Abbad, 1997). Un répulsif pour les
moustiques et les serpents et un antidote des empoisonnements par les venins de serpents et
de scorpions, per os et en cataplasmes au niveau de la morsure ou de la piqiire (Hammiche et

Azzouz, 2013).

-En Espagne, ['utilisation de la plante entiere par voie orale contre la fievre, comme

emménagogue abortive, antispasmodique contre les vers intestinaux (Front-Quer, 1962).

-En Italie, elle est utilisée pour aromatiser le vinaigre et 1’alcool nommé « Grappa » (Kybal,

1987).

-En Algérie, les parties aériennes de la plante sont utilisées comme emménagogue,
antispasmodique, rubéfiant et comme poudre écharrotique. Elle est utilisée également contre
les affections respiratoires séveres, les gastralgies, les troubles intestinaux, les spasmes, les

cedémes, I’épilepsie et les troubles nerveux (Forment et Roques, 1941).

L’infusion est employée en collyre contre les ulcérations de la cornée, en gouttes auriculaires
pour les otites et les bourdonnements d’oreilles, en gouttes nasales pour traiter

I’0zéne ainsi que les fievres et les vomissements du nourrisson et de 1’enfant.
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La décoction dans I’huile soulage, en friction, les rhumatismes, les courbatures et pour
combattre toutes les douleurs articulaires, le remeéde de choix est une pate préparée a partir

des feuilles pilées, destinée a enduire tout le corps (Hammiche et Azzouz, 2013).

L’essence de Ruta montana était tres appréciée dans 1’industrie des parfums synthétiques

(Denoél, 1958).

- Les doses

e Infusion : 4 g de feuilles pour 1 kg d’eau.
e Décoction : 30 a 60 g pour 1 kg d’eau.

e Poudre: 2 g a9 deg par jour.

e Teinture: 102 30 g.

e Huile de rue : 1 a 10 gouttes.

C’est un médicament tres dangereux et qui doit étre administré avec la plus grande prudence

(Thielens, 1862).
1.6. Toxicité de la plante

Si depuis Hippocrate bien des utilisations ont traversé les siecles, la toxicité, mieux connue, a
probablement contribué a éliminer plusieurs usages (Pollio et al., 2008). C’est une plante a
manier avec précaution car son huile essentielle est toxique ; elle contient des alcaloides, de

flavonoides, de la vitamine C et des furo-coumarines (LE Moine, 2001).

Les feuilles sont irritantes et vésicantes, propriétés dues aux huiles essentielles

particulierement a la méthylnonylcétone qui est un rubéfiant (EI Haji, 1995).
» Activités mutagene et carcinogéne

— Certaines furocoumarines, associées a des rayonnements UV, présentent une activité
mutagene, voire létale, vis-a-vis de micro-organismes fongiques ou bactériens (Roelandts,
1984). Leur propriété d’intercalation dans I’ADN est invoquée par les caracteres mutagenes et
carcinogenes potentiels de ces molécules (Dardalhon ef al., 1998). L’addition des dérivés du
psoralene peut affecter également les acides gras insaturés membranaires ainsi que certaines
protéines (Veronese et al., 1981 ; Dall’Acqua et Martelli, 1991). Des tests effectués sur

Salmonella typhimurium ont mis en évidence 1’activité mutagéne des alcaloides de type
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gravacridone d’un extrait de racines de Ruta graveolens (Paulini et Schimmer, 1989 ; Paulini

etal., 1991).

— D’autres furocoumarines activent la croissance de certaines cellules tumorales (Pathak et

Fitzpatrick, 1992).
» Action sur les enzymes

Les furocoumarines linéaires sont des inhibiteurs d’enzymes de type cytochrome P450 dans le
foie des mammiferes ou chez les insectes (Fouin-Fortunet et al., 1986 ; Zumwalt et
Neal,1993). Ces enzymes sont impliquées dans la détoxifcation des xénobiotiques. Ainsi, lors
d’une prise médicamenteuse, associée a une consommation d’aliments contenant des
furocoumarines comme le jus de pamplemousse, intervient une inhibition des enzymes
hépatiques, ce qui conduit a une accumulation, potentiellement toxique, du médicament chez

le sujet (Chan et al., 1998).
» Action sur la sphére génitale

Des extraits bruts de Ruta chalepensis, testés sur des rats femelles, ont mis en évidence
Pactivité antifertilité des coumarines. Les alcaloides n’interviennent pas sur la fertilité
(Ulubelen et al., 1994). Les résultats sont similaires avec des extraits aqueux de la méme
espece, administrés, per os, pendant quatre jours a des souris gravides. Une forte proportion
d’embryons anormaux, a été observée tandis que le développement (préimplantation) et le

transfert des embryons ont été retardés (Gutiérrez-Pajares et al., 2003).

Certains travaux, rapportent les effets contraceptifs et abortifs de Ruta graveolens dont
I’activité antifertilité et les effets abortifs des extraits hydroalcooliques ont été confirmés

(Freitas et al., 2005).

Le role des extraits de rue sur les organes sexuels et les hormones males a également fait
I’objet de recherches. Pour la premiere fois, les extraits de Ruta chalepensis révelent un effet

sur la motilité des spermatozoides (Gijon, 1995).

L’administration orale durant 30 jours, d’extraits aqueux de Ruta chalepensis a des rats males
a conduit a une diminution de plusieurs parametres : densité et motilité des spermatozoides,
volume des testicules avec altération de 1’épididyme, taux de testostérone (Al Qarawi, 2005).

Les auteurs ont montré 1’effet contraceptif de 1’extrait aqueux de Ruta graveolens sur
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I’homme, qui se traduit par une diminution dose-dépendante de la mobilité des

spermatozoides (Khouri et El-Akawi, 2005 ; Harat et al., 2008).
> Phototoxicité

Les furocoumarines sont photosensibilisantes et causent de graves dommages cutanés, en
particulier le 5-méthoxypsoralene (bergaptene) et le 8-méthoxypsoralene (xanthotoxine),

composés volatils présents dans les huiles essentielles de Ruta montana et Ruta graveolens.

Plusieurs cas de réactions phototoxiques sont signalés chez I’homme, a la suite de contact
cutané avec des especes appartenant a la famille des Rutaceae (plus particulicrement, le genre
Ruta : Ruta graveolens et Ruta chalepensis). Cela se traduit par des érythemes, des dermatites
bulleuses parfois séveres, simulant des briilures, qui different des réactions de photoallergie

(Heskel et al., 1983 ; Schempp et al., 1999 ; Eickhorst et al., 2007 ; Furniss et Adams, 2007).
» Circonstances et symptomatologie de l’intoxication

Les cas d’intoxication les plus fréquents sont observés a la suite de tentatives d’avortement au
cours desquelles la rue fraiche, seche ou en poudre, est administrée sous forme de décoction
buvable et/ou sous forme d’injections vaginales. Elle est souvent associée a d’autres especes
toxiques (Peganum, Cannabis, etc.), ce qui potentialise la toxicité et égare le diagnostic.
La symptomatologie se manifeste par une salivation importante avec gonflement de la langue,
une gastroentérite violente, des signes neuropsychiques (excitation, vertiges, puis somnolence,
voire de prostration, tremblements). Des douleurs abdominales et des hémorragies utérines
suivent. Dans les cas graves, coma et mort peuvent intervenir (Jouglard, 1977 ; Bellakhdar,

1997).
1.7. Composition chimique
» Les coumarines

Les coumarines appartiennent a la classe des composés phénoliques, elles constituent
avec les flavonoides, les chromones et les isocoumarines, un trés vaste ensemble de
substances. L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un noyau

benzopyrane (Weterman et Grundon, 1983).
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Les coumarines de I’espece Ruta montana se localisent dans toutes les parties de la plante et
notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines, elles sont fréquemment a

I’origine des hétérosides (Bruneton, 1999).

Dérivés coumarines isolés de 1’espece Ruta montana de quelque pays (Fig. 2, 3,4, 5 et 6)

A/Ri=H et R,=H B/ R;= C(CH;),CHCH, et R,=C(CH;),OH

Figure 2: Structure de Chalépensine (A) et Chalépine (B) isolés du Ruta montana de

I’Espagne (Kuffner et al., 1973).

R,
R,
/
.
O (@] O
R,=H et Ry= CHC(CH3)2CH2

Figure 3 : Structure de Rutolide isolé du Ruta montana d’ Australie (Sepulveda et al., 1974).

X

O O 0

S psoraléne

A B/ R]Z OCH3 et R2: H

Figure 4: Structure de Psoraléne (A) et Bergaptene (B) isolés du Ruta montana de I’Espagne

(Borges et al., 1985).
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| N
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OR,
A/ Ry= C(OCH;),CHCH, B/ Ri=H et R,=OCH;
| X
A o T
HO O O R; 0 o
c/ D/R1=0OCH3 et R2=OCH3

E/R1=0OCH3 et R2=0H

Figure 5 : Structure de Rutamarine (A), Xanthotoxine (B), Umbelliferone (C), Daphnoretin
Meéthyl ether (D) et Daphnoretine (E) isolés du Ruta montana de I’Espagne (Abyshev et al.,
1992).

Ry
R,
IS
R, o o
Ry
R;=H R,= OCHj; R;= OH R4=H

Figure 6 : Structure de Scopoletine isolé du Ruta montana d’Ex. URSS (Agullo et al., 1969).
» Les flavonoides

On trouve chez les Ruta L., des flavonoides glycosylés appartenant en particulier aux
groupes des flavones comme la rutine et la quercétine, les deux sont largement répandues
chez les Rutaceae ; et des flavonoides non glycosylés comme le quercetol isolé du Ruta

graveolens (Schemmer et Leismeister, 1989) (Fig.7).
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| |
OH
/OII /
on_ - o~

A/ Rutine B/ Quercétol

Figure 7 : Structure de Rutine isolé du Ruta montana du Turquie (Toker et al., 1998 ;

Dobsons, 2000) et de Quercétol isolé du Ruta graveolens de Pologne (Kowalewski et Pasich,

1967).

» Les lignanes
Les lignanes sont issus du couplage oxydatif intramoléculaire de deux unités
phénylpropanoiques, la savinine et la saventinine (Paulini et Schemmer, 1989) (Fig.8).

0
CH

/

2 H
0 0
semuliife o er0e
H, C, :@—
0 0 <o 7 NSO

A/ Savinine B/ Saventinine
Figure 8: Structure de Savinine et Saventinine isolés du Ruta graveolens (Paulini et

Schemmer, 1989).
> Les huiles volatiles

Les principaux composés étaient des monoterpeénes oxygénés, caractérisés par la grande
prévalence de deux composés cétones-undécane-2-one (32,8%) et non-2-one (29,5%) et

acétate-nonanol-2-acétate (18,2%) (Kambouche et al., 2008).
> Les alcaloides

C’est le nom générique de substances azotées d’origine végétale, de structure souvent
complexe et de poids moléculaire élevé. Ce sont des bases primaires, secondaires et tertiaires
ou des hydrates d’ammonium quaternaires renfermant des noyaux hétérocycliques (Richter,
1993). Les alcaloides constituent, a c6té des coumarines, un second groupe de métabolites
secondaires largement répandus dans la famille des Rutaceae et plus particulierement dans le

genre Ruta (Mohr et al., 1982).
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¢ Biosynthese

Les alcaloides provenant de 1'acide anthranilique sont en grande partie confinés a une famille,
les Rutaceae (Waterman, 1993). Dans la plupart des cas, 1'acide anthranilique participe a la
formation d'un noyau de quinoléine 2,4-dioxygeéne en combinaison avec une unité a deux
carbones provenant de l'acétyl coenzyme A. Les alcaloides simples de 2-quinolone et de 4-
quinolone sont souvent prénylés et permis la formation des furoquinoléines et des
pyranoquinoléines. Les furo-(2,3-b)-quinoléines, dont la biogenese met en jeu la substitution
électrophile d’une quinolone par une unité isopréne activée suivie d’une cyclisation, sont tres
largement représentées chez les Ruta L. (Watermen, 1990). Platydesmenium (A), présente
dans les différentes parties de R. graveolens (Reisch et al., 1969), reflete cette origine
biogénétique. A partir de tels composés, une oxydation en position benzylique suivie d’une
élimination acido-catalysée d’eau et d’acétone, permet I’aromatisation du noyau furane. Les
furo-(2, 3-b)-quinoléines totalement aromatiques, telle que la dictamine (B), la y-fagarine (C)
et la skimmianine (D), constituent une série d’alcaloides ubiquistes dans la famille des

Rutaceae (Mester, 1983) (Fig.9).

OMe OH
Cs
Cs —
J o .
S N® TOH |
o H
Furoquinoline Aot e Pyranoguinolone

IC:
(] OH
IxC COOH {Cz)n
02 O = QO
N OH WH W
f

H
Anthramilic acid
Acridone 2-Alkyld-quinolone
(R = (CH;)nCHz3)

Figure 9 : Quelques alcaloides typiques des Rutacées formés a partir de I'acide anthranilique

et de l'acétyl coenzyme A (Waterman, 1975).
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CH; OCH;
| OH |
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7 >
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(C) .y — fagarine (D) skimmianine

Les acridones, dont la biosynthése met en jeu une unité anthranilique et trois unités acétates
sont rencontrés uniquement dans la famille des Rutaceae. Nous pouvons citer, a titre
d’exemple ’arborinine (E) et la rutacridone (F), tandis qu'un plus grand nombre d'acétates

donnera des 2-alkyl-4-quinolones (Palmer, 1956).

0 OH 0 TCHS
Z )L Vg, gt = )Jj/ N
\"\- N.—-‘/ /““\‘u OCH; \\‘ | // ;J
('_‘|H~ T Cc=CH,
CH,
(E) arborinine (F) rutacridone

La famille des Rutaceae est caractérisée €galement par une abondance relative de bases

1soquinoléique (Bézanger-Beauquesne, 1958).

L’étude récente sur 1’espece mener par Ulubelen (2006), a permis d’isoler un nouveau

alcaloide, il s’agit de la montanine (Fig. 10). Une autre étude sur 1’extrait chloroformique de
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la plante entiere a révélé la présence de quatre nouveaux alcaloides (2-nonan-8one)-(1H)-4-
quinolone, 2-(nonan-8-one)-4-méthoxyquinoline, 2-(nonan-8-one)-N-méthyl-4-quinolone et

2-(décan-9-one)-N-méthyl-4-quinolone (Fig.10 et 11).

OMe OMe
Y (L. L
A—oMe N Me
| N o i
(A) (B) ©

Figure 10 : Structure de 3-Hydroxy 2-quinoline (A) (Ekiert et Kisiel, 1997) et Montanine
(B) et 4-methoxyquinaldine (C) (Ulubelen et Ozturk, 2006) isolés du Ruta montana de

Turquie.
Al OMe
= - 0
[
N 3 Hs‘ CHslr=C-CHs
i) I
(A) (B) ©)
0
N7 TR
|
R

R=H; R={CHy);-CO-CH; (D)
R=Me; R'=(CH,},-C0-CH; ()
R=Me; R'={CH_),-CO-CH; (F)

Figure 11 : Structure de 1-methyl-4- methoxy-2- quinolone (A), Evolitrine (B), 2-(nonan-8-
one) —4- methoxy- quinoline (C), 2- (nonan-8- one) —(1H)-4- quinolone (D), et 2-(nonan-8-
one) —N methyl-4- quinolone (E) et 2-(decan-9-one)-N-methyl-4-quinolone (F) isolés du Ruta
montana de Maroc (Touati, 2000 ; Ulubelen et Ozturk, 2006).
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¢ Intérét pharmacologique

En général, les alcaloides servent de produits chimiques de défense contre les herbivores et,

dans une moindre mesure, contre les bactéries, les champignons et les virus, ou fournissent un

moyen d'interaction avec d'autres plantes. Pour remplir cette fonction, les alcaloides doivent

interagir étroitement avec des cibles spécifiques, c'est-a-dire qu'ils doivent soit inhiber, soit

déréguler les processus importants qui sont vitaux pour ces organismes (Wink, 2007).

Les alcaloides isolés des especes du genre Ruta présentent des intéréts pharmacologiques et

le tableau 1, les résume clairement.

Tableau 1: Relation entre structure chimique et activit¢é pharmacologique de quelques

alcaloides.
Alcaloide Activité Réf
Dictamine Spasmolytique,Antibactérienne | (Pelletier, 1983)
Mutagénique, photo toxicité
Photomutagenecité
"-fagarine Spasmolytique, mutagénique (Phillipson et al., 1985)
Provoque les échanges entre les
chromatides homologue
Photomutagenecité
Skimmianine Spasmolytique, phototoxicité
Propagation des virus de DNS (Phillipson et al., 1985)
Mutagénique
Photomutagenecité
Kokusaginine Spasmolytique, mutagénique (Phillipson et al., 1985)
Arborinine Spasmolytique (Bruneton, 1987)

Propagation des virus de DNS

Inhibition de [I’acétyle -B-
méthyle choline : responsable
de la contraction des grandes

arteres.

1-Hydroxy-2,3-dimethyl-N-

methylacridone

Spasmolytique

(Reish et al., 1967)
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4-Hydroxy-2,3-dimethoxy-10-

Spasmolytique

(Novak et al., 1967)

methylacridone Propagation des virus de DNS

Rutacridone epoxide Antibactérienne (Wolters et Eilert, 1981)
Mutagénique

Hydroxyrutacridone epoxide Antibactérienne (Wolters et Eilert, 1981)

Pteleine Mutagénique (Nieschulz, 1996)

Rutacridone Mutagénique (Eilert et al., 1982)

Isogravacridone chlorine Mutagénique (Eilert et al., 1982)

Rutamarine Antispasmodique (Minker et al., 1979)

++ Cibles moléculaires et mécanisme d’action

Pour dissuader, repousser ou inhiber la diversité des ennemis potentiels, allant des

arthropodes et des vertébrés aux bactéries, aux champignons et aux virus, les alcaloides

doivent pouvoir interférer avec des cibles cellulaires et moléculaires importantes. Un bref

apercu de ces cibles potentielles est donné dans la figure 12. La modulation d'une cible

moléculaire influencera négativement sa communication avec d'autres composants du réseau

cellulaire, en particulier les protéines (interférence des protéines), ou des éléments, ou des

transducteurs de signal. En conséquence, le métabolisme et la fonction des cellules, des tissus,

des organes et éventuellement de 1'organisme entier seront affectés (Wink, 2007)
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Figure 12: Cibles moléculaires dans une bactérie (A) et les cellules animales et humaines (B)

qui peuvent étre affectées par des produits naturels (Wink, 2007).
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Les alcaloides qui imitent structurellement les neurotransmetteurs peuvent se lier aux
neurorécepteurs et activer (agonistes) ou inactiver (antagonistes) les neurotransmetteurs. La
transduction du signal neuronal est une cible tres critique chez les animaux, puisque tous les
organes sont contr6lés par le systeme nerveux parasympathique ou sympathique. Sa
perturbation empéche la fonction des organes (cceur et circulation, respiration), la mobilité,
l'orientation et la capacité de vol chez la plupart des animaux. De nombreux alcaloides sont en
effet des neurotoxines fortes (voire mortelles) ou ont des propriétés psychotropes et

hallucinogenes.

Les alcaloides kokusaginine et skimmianine isolés des différentes especes du genre Ruta
(R.graveolens, R.chalepensis, R. angustifolia) agissent comme des antagonistes des récepteurs
de la sérotonine, d’autres quinolines et isoquinoliques agissent sur les récepteurs

adrénergiques (Wink, 2007) (Fig. 13).

(c)

Serotonergic
receptors

serotonin
agonists antagonists

e@ N V'IJL”;'IH)FI

bufotenine

kokusaginine

. D —

Figure 13: Modulation agoniste ou antagoniste des neurorécepteurs par des alcaloides
mimant les neurotransmetteurs (L'interaction aux récepteurs sérotoninergiques qui lient la

sérotonine) (Fattorusso et Taglialatela-Scafati, 2008).
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Chapitre2. Activités biologiques

2.1. Activité antioxydante

La recherche sur la capacité antioxydante représente un enjeu scientifique important ; notion

largement relatée dans 1’étude des propriétés biologiques de la plante médicinale.
2.1.1. Le stress oxydant

Le stress oxydant dii a 1’exagération d’un phénomene physiologique, normalement tres
contrdlé, la production de radicaux dérivés de 1’oxygene. Toutefois, une production excessive
de ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut
déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant (Papazian et Roch, 2008 ; Christophe et
Christophe, 2011). Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que 1’exposition aux
radiations ionisantes, la pollution, le contact avec certains pesticides et solvants, la

consommation de tabac et d’alcool, la prise de certains médicaments (Médart, 2009).
2.1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant un
ou plusieurs électron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs orbites externes (Lehucher-Michel et
al., 2001). Cela lui confere une grande réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, ce
radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron célibataire
sur un atome d’oxygene ou d’azote pour devenir plus stable. Ceci leur confere la
dénomination d’especes réactives de 1’oxygene (EOR ou ROS) ou de 1’azote (EAR ou RNS)
(Goudable et Favier, 1997).

-Différents types des radicaux libres

» Les radicaux primaires qui dérivent directement de 1’oxygene, a savoir 1’anion
superoxyde (0,"), le radical hydroxyle (OH"), le monoxyde d'azote (NO®), le radical
peroxyle (ROO") et le radical alkoxyle (RO®) (Favier, 2003).

> Les radicaux secondaires comme le radical peroxyle ROO’, radical alkoxyle RO’

qui se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques

de la cellule (Novelli, 1997).
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-Les especes réactives oxygénées ERO

On distingue alors deux grands groupes de molécules réactives impliquées dans le stress

oxydant: les especes radicalaires et les especes non-radicalaires (Delattre et al., 2005).

Les principales ERO sont des formes réduites de O,: 1’anion superoxyde (O,", réduction a 1
électron), le radical hydroxyl (OH’, réduction a 3 électrons), mais aussi les radicaux alkoxyl
(RO, peroxyl (ROO") et le monoxyde d’azote (NO"). Les ERO incluent aussi des espéces
non radicalaires, notamment le peroxyde d’hydrogene (H,O,, réduction a 2 électrons), le
dioxygene singulet (102), I’acide hypochloreux (HOCI), 1’ozone (O3) et le peroxynitrite
(ONOO) (Baudin, 2006 ; Aron et Kennedy, 2008).

-La production de radicaux libres
» La production intracellulaire

La production des ERO dans les cellules mammiferes découle de plusieurs sources possibles
mais est essentiellement d’origine enzymatique. Il s’agit principalement de la NADPH

oxydase membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire.
» La production extracellulaire

L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de
I’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme. Les rayonnements UV, une alimentation
chimique, ect favorisent la genese des radicaux libres (Martinez, 2004 ; Mena et al., 2009)

(Fig.14).
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Figure 14 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres oxygénés (RLO) (XO:

xanthine oxydase; P-450 : cytochrome P-450) (Afonso et al., 2007).
-Mécanismes d’action des radicaux libres

L’organisme se défend contre les radicaux libres, grice aux enzymes antioxydantes
contenues dans nos cellules. Ces enzymes sont aidées dans leur action antiradicalaire par la
vitamine E, C, provitamine A, le zinc et le sélénium. Si ces systemes de défense sont débordés
ou insuffisants, les radicaux libres ont tout le loisir d’€tre nuisibles : ils s’attaquent alors aux
membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés (leur structure est
modifiée); ils agressent €galement les protéines, les microfibrilles de collagene, 1’acide
hyaluronique, les acides nucléiques des chromosomes et I’ADN lui-méme est transformé
entrainant [’apparition d’ou une série d’anomalie dont le risque de cancérisation

(Franceschini, 1994) (Fig.15).
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Figure 15 : Mécanisme d’action des radicaux libres (Muanda, 2010).
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2.1.3. Les antioxydants

Un antioxydant est toute molécule endogene ou exogene présente en faible concentration qui
est capable de prévenir, de retarder et de réduire I’ampleur de la destruction oxydante des

biomolécules (Virot, 2004).
-Systéme enzymatique

I s’agit principalement de trois enzymes ; la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action
complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O,* et du H,0,, conduisant
finalement a la formation de 1’eau et de 1’oxygene moléculaire (Lehucher-Michel et al.,

2001). Selon les réactions suivantes :

Superoxyde dismutase

m
al
—
[\S]
o
[\
¢®
+
[\
s
+
A

H,O, + O, (Gaté et al., 1999).

Catalase

gl
e
o
S}
T
[\®)
o
[\S)
v

2H,0 + O (Seifried,2007).

Glutathione peroxydase

Eq3: H,0, +2GSH > 2H,0 + GSSH (Gaté et al., 1999).
-Systeme non enzymatique

Ce sont des antioxydants exogenes, obtenue a partir de I’alimentation sous forme de fruits et
légumes riches en vitamine C, vitamine E, caroténoides, ubiquinone, coenzyme Q,

flavonoides, glutathion et acide lipoique (Haleng et al., 2007).
2.2. Activité Antimicrobienne

Les maladies infectieuses causées par les bactéries affectent des millions de personnes
dans le monde entier et causent de lourdes pertes au niveau économique. Ces infections
bactériennes sont traitées par des antibiotiques qui sont des agents antimicrobiens non ou
relativement peu toxiques pour [’organisme humain ou animal (Rhayour, 2002).

A coté des antibiotiques, beaucoup de plantes aromatiques sont caractérisées par la synthese
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de molécules odorantes connues pour leur activité antiseptique et thérapeutique dans la

médecine populaire.
2.2.1. Généralités sur les bactéries étudiées

Les bactéries sont des organismes unicellulaires microscopiques. Il en existe des milliers de

types différents et elles vivent dans tous les environnements possibles, partout dans le monde.

Seul un petit nombre de bactéries provoquent des maladies, elles sont dites pathogenes ; ces
bactéries peuvent provoquer des maladies en fabriquant des substances nocives (les toxines),

en envahissant les tissus.
-Escherichia coli
v" Définition

C'est une bactérie qui appartient a la famille des entérobactéries. Elles ont comme dimensions
moyennes 2 a 3 micrometres de long et 0,6 micrometre de large. Cette bactérie est connue

depuis longtemps comme commensale du tube digestif et pathogene pour I'appareil urinaire.
v" La sensibilité aux antibiotiques

Les souches d'E. coli sont généralement sensibles aux antibiotiques actifs sur les bacilles gram
négatif: amino-pénicillines, céphalosporines, quinolones, aminosides, triméthoprime -

sulfaméthoxazole (Avril et al., 1992).
- Staphylococcus aureus
v Définition

Ce sont des cocci a Gram positif tres fréquents chez I'homme a I'état commensal ou
pathogene. Il est immobile, non sporulé et ne possede pas de capsule visible au microscope
optique. Il mesure 0,8 a 1 micrometre. Ils se présentent de fagcon isolée, en diplocoques ou

groupés en amas.
v' La sensibilité aux antibiotiques

La pénicilline G et les aminopénicillines sont habituellement inactives. Les pénicillines M et
céphalosporines non hydrolysées par la pénicillinase, reste actives, sauf en milieu hospitalier

ou 20% des souches sont résistantes. Ces souches sont dites « méticilline résistantes » ou
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« méti-R ». Les aminosioles, la gentamicine, la tobramycine, la nétilmicine et 1'amikacine sont
actives sur les souches de S. aureus sauf les " MEéti-R". Les souches " Méti-R " sont
irrégulierement sensibles aux macrolides (lincosamides et synergistines ). La vacomycine et la

téicoplanine sont actives sur toutes les souches (Flandrois, 1997).
-Bacillus cereus
v Définition

Bacillus cereus est une bactérie Gram positive mobile, aéro-anaérobie facultative dont la
cellule végétative mesure 3 2 5 um de long pour un diametre de 1 a 2 um. Certaines souches
sont psychrotrophes et peuvent se développer lors du stockage en froid, a savoir entre O et 4
°C, mais celles-ci sont rares. Sa gamme de températures de croissance s'échelonne plutot entre
5 et 50 °C (Reed, 1994). Le bacille peut produire six types de toxines, a savoir cinq
entérotoxines et une toxine émétique, qui peuvent €tre thermostables ou thermolabiles, selon
les souches (Logan et Rodrigez-Diaz, 2006).
v La sensibilité aux antibiotiques

B. cereus est sensible a I'imipénem et a la vancomycine; la plupart des souches sont aussi
sensibles au chloramphénicol, aux aminosides, a la ciprofloxacine, a I’érythromycine et a la
gentamicine, certaines souches présentent une sensibilit¢é modérée a la clindamycine et a la
tétracycline (Murry et al., 2007).

- Salmonella Typhimurium
v Définition

Les Salmonella appartient a la famille des Enterobacteriaceae du genre Salmonella, 1l a été
divisé en 2 especes distinctes : S. enterica et S. bongori (Popoff et al., 2004). Sur la base des
criteres morphologiques, ce sont des bacilles droits a Gram négatif de 2 a 3 um de longueur
et de 0,6 a 0,8 um de large souvent mobile, sans capsule, possedent une nitrate réductase mais
pas d’oxydase. Elles fermentent le glucose avec ou sans production de gaz et poussant sur des
milieux ordinaires, aéro-anaérobies (Kabir, 2010). L’intestin des Vertébrés constitue le
principal réservoir des salmonelles. Elles peuvent y survivre pendant plusieurs mois si les

conditions de température, de pH et d’humidité sont favorables (Targant, 2010).
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v" Sensibilité aux antibiotiques
L'Organisation Mondiale de la Santé a dernierement signalé I'augmentation alarmante de
l'incidence de souches de Salmonella résistantes aux antibiotiques ; cette résistance est
observée principalement chez S. Typhimurium, le sérotype prédominant en pathologie

humaine et animale (Casin et al., 1996 ; Martel et al., 1996).

A Détat sauvage, S. enterica sérotype Typhimurium est naturellement sensible aux différents
antibiotiques actifs sur les entérobactéries (Courvalin et al., 2006) mais depuis les années
1970, des souches multirésistantes ont émergé a travers le monde portant des plasmides de
résistances aux trois principales molécules : chloramphénicol, ampicilline et au cotrimoxazole
(Gbadoé et al., 2008 ; Weill, 2009).

Plus récemment encore, des souches ont été touchées par des mutations au niveau du gene
gyrA (codant pour I’ADN gyrase), leur conférant ainsi une résistance aux quinolones (Hirose
etal.,2001).

2.2.2. Généralités sur les champignons étudiés

Les moisissures peuvent étre définies comme des microorganismes hétérotrophes filamenteux
et immobiles, dont la structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote classique (Nicklin e?
al., 2000). Certaines vivent en symbiose avec des végétaux, d’autres sont des parasites des
végétaux ou des animaux, d’autres enfin sont des saprophytes (Leveau et Bouix, 1993).

-Aspergillus niger

Les champignons du genre Aspergillus sont des moisissures, autrement dit des champignons
microscopiques filamenteux, qui vivent en saprobiose dans de trés nombreux écosystemes.
Une taxonomie prend A. niger dans la classe des Eurotiomycetes, 'ordre des Eurotiales, la
famille des Trichocomaceae et le genre Aspergillus. A. niger est un champignon ubiquiste qui
se développe tres rapidement. Les souches peuvent étre isolées de nombreux habitats
écologiques différents tels que le sol, les débris végétaux et les fruits (Bennett, 2010 ; Thierry,

2011)
-Fusarium oxysporum

Parmi les champignons, agents de maladies vasculaires, ceux appartenant au genre Fusarium,
sont les plus fréquents et dommageables pour les cultures (Messiaen et al., 1991). De toutes

les especes du genre Fusarium que I’on rencontre dans le sol, c’est I’espece F. oxysporum qui
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est la plus répondu. L’identification des especes Fusarium est assez difficile, elle est basée sur

la morphologie des spores asexuées (Fisher er al., 1982 ; Burgess et Liddell, 1983).
Les agents antibactériens et antifongiques

Les agents bactériostatiques et fongistatiques inhibent respectivement la croissance des
bactéries et des champignons. Par contre, les agents germicides (bactéricides et fongicides)
tuent les germes pathogeénes mais pas nécessairement les endospores. Il existe différentes
classes d’agents antimicrobiens : chimiques (oxydants, alcools, aldéhydes et gaz), physiques

(température et rayonnement) et chimiothérapeutiques (antibiotiques).
» Les antibiotiques

Ce sont des molécules qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des microbes
(bactéries, champignons, protozoaires) a tres faibles doses, sans exercer habituellement
d’effets toxiques pour les organismes supérieures. Cette propriété les distingue des
antiseptiques. L’activité des antibiotiques in vitro peut €tre mesurée en déterminant leur
capacité a inhiber, et arréter la croissance microbienne : microbiostatique, ou de les tuer :

microbicide (Nauciel et Vildé, 2009).
» Les plantes, source naturelle d’antimicrobien

Les plantes synthétisent plus de 100 000 petites molécules dotées pour la plupart d’une
activité antibiotique. En général cette activité est inferieur a celle exercée par les antibiotiques
d’origine microbienne (Lewis et Ausubel, 2006). En effet une molécule phytochimique est
considérée comme antimicrobienne si elle inhibe la croissance des micro-organismes pour des
concentrations minimales inhibitrices (CMIs) comprises entre 100ug/ml et 1000pug/ml (Tegos

etal.,2002).
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Chapitre 3. L’étude toxicologique

Les criblages de toxicité aigué et subaigué des plantes médicinales sont les moyens les plus
rapides d'évaluer les profils toxicologiques des plantes médicinales. Cela aide a avoir une idée

rapide de la nocivité ou de l'innocuité des médicaments (Naudot, 2013 ; Kuete, 2014).
3.1. Le modele animal choisi (souris)

Les souris ont de nombreux avantages en tant qu'animaux de laboratoire pour les tests de
toxicité. Ils sont petits, relativement économiques a obtenir et ils sont généralement faciles a
manipuler. Les souris sont généralement plus économiques que les rats a cet égard ; avec une
manipulation réguliere et douce, elles sont facilement gérées. D'autres avantages de l'espece
comprennent une courte période de gestation et une courte durée de vie naturelle. Ces
caractéristiques permettent des études qui incluent 1'évaluation de la performance reproductive
ou l'exposition a une substance de test pour des périodes approchant la durée de vie attendue

(par exemple, 1'évaluation du potentiel cancérogene) (Cox Gad, 2016).
3.2. Toxicité aigue

Au cours des dernieres 50 années, les problemes liés aux toxicités aigues des produits
chimiques ont considérablement augmenté en nombre et en complexité. Des données sur la
sécurité des animaux ont été jugées nécessaires pour une grande variété de produits
chimiques, et les objectifs pour lesquels le test DLsy a été appliqué se sont également
multiples. Une liste des raisons les plus importantes pour lesquelles les tests DLsp sont

effectués :

© Pharmacologie et toxicologie
-Détermination de la dose 1étale pour la standardisation biologique des médicaments
-Détection des effets aigues et dangereux
-Identification des organes cibles et des systemes de toxicité
-Détermination de l'indice thérapeutique d'un nouveau médicament
-Informations sur le choix de la dose pour les études pharmacologiques et de toxicité a
doses répétées
-Informations sur la biodisponibilité

-Evaluation des dangers pour les combinaisons de médicaments
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©® Sécurité humaine
-Prédiction de la dose toxique et 1étale chez I'homme
-Prédiction de la symptomatologie de l'intoxication humaine
-Informations sur la réversibilité des 1ésions toxiques aigués
-Détection des dangers pour les populations a risque (par exemple les bébés)
-Informations sur 1'utilité des antidotes et autres mesures thérapeutiques
© Réglements gouvernementaux
-Partie intégrante du dossier d'enregistrement
-Informations de base pour la classification des produits chimiques dans les listes de

substances toxiques (Zbinden, 1986).

La détermination de DLs était seulement effectuée par une expérience de toxicité, le test de
toxicité aigué reste le test pharmacologique le plus universellement utilisé. La procédure est
similaire dans la plupart des laboratoires: Le médicament est administré une fois, par voie
orale ou parentérale, a diverses doses a des groupes de pas moins de 5 et rarement plus de 10
souris ou rats qui ont jeiné pendant 18 heures. Au moins 3 doses entrainant une mortalité
inférieure a 100% doivent étre utilisées. Les animaux sont observés et le nombre de déces
enregistrés apres 24 et 72 heures. Dans certains laboratoires, l'autopsie et l'examen
histologique de divers organes sont systématiquement pratiqués (Boyd, 1959). La DLs, c’est
la dose qui tue la moitié des animaux, est déterminé par diverses procédures; le plus commode
est la méthode graphique de Lichtfield et Wilcoxon (1949), qui permet une estimation rapide
de la dose 1étale médiane, la pente d'une courbe de dose-effet et les limites de confiance. Les
données sous leur forme originale; la méthode du papier graphique probit logarithmique de
Miller et Tainter (1944), et une autre méthode de calcul graphique de De Beer (1945). Avec
certains médicaments, les animaux ne meurent souvent pas dans les trois jours et la période

d'observation doit étre prolongée de 7 a 10 jours (Zbinden, 1963).

Bien que la DLsj soit un outil utile pour classer les substances en fonction de leur degré de
toxicité, elle présente certaines limites. Il ne peut pas étre considéré comme une constante
biologique en raison de sa variabilité. Il fournit moins d'informations sauf les fonctions
physiologiques; examens biochimiques et histopathologiques sont incorporés a l'essai. Pour
I'évaluation du comportement pharmacocinétique et de la biodisponibilité, le test DLsy ne
donne que des résultats semi-quantitatifs et souvent ambigus (Zbinden et Flury-Roversi,

1981). Cependant, l'estimation de la valeur DLsy pourrait encore fournir des informations
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précieuses sur la toxicité d'un composé et actuellement I'Environmental Protection Agency
(EPA) des Etats-Unis et d'autres organisations internationaux recommande maintenant

l'utilisation d'un test pour estimer la DLso (OECD, 2001).
3.3. Toxicité subaigiie

Des tests de dosage répétés a court terme (1 a 4 semaines) sont effectués pour obtenir des
informations sur la toxicit¢ d'une substance apres une administration répétée et sont
généralement requis pour la conception réussie d'étude subaigiie (Eaton et Klaasen, 2001 ;
Wilson et al., 2001). L'objectif principal des études a court terme est de déterminer les effets
indésirables a faibles doses, la réponse a la dose, et parfois identifier les organes cibles
(Kennedy et al., 1986).
3.4.Symptomes toxiques dans les études de toxicité aigué et subaigué
En général, les animaux soumis a une étude de toxicité aigué€ sont observés quotidiennement
pendant 14 jours au total. Les observations (quel que soit le mode d'administration du
médicament) comprennent les modifications de la peau et de la fourrure, des yeux et des
mugqueuses, des systemes respiratoire, circulatoire, nerveux autonome et central et de I'activité
somatomotrice et du comportement. Une attention particulicre doit €tre accordée aux
tremblements, aux convulsions, a la salivation, a la diarrhée, a la 1éthargie, aux torsions, a
I';edéme, aux opisthotonos, a l'exophtalmie, a l'opacité cornéenne (acuité visuelle), au
gonflement ou a la rougeur des yeux, au sommeil et au coma (Bafor et Igbinuwen, 2009).
3.5.La prise en charge d’un xénobiotique par I’organisme
Le cheminement d’un xénobiotique dans 1’organisme se réalise en 4 phases : 1’absorption, la
distribution, le métabolisme (ou biotransformation) et I’excrétion. C’est ce qu’on appelle les
parametres ADME, présentés ci-dessous.

» L’absorption
L’absorption est le processus par lequel les xénobiotiques atteignent la circulation sanguine
apres avoir traversé des membranes ou barrieres biologiques. Ce passage au travers des
membranes cellulaires a lieu grace a différents types de transports. Les xénobiotiques
absorbés par les principales voies d’acces : poumons, peau, tractus gastro-intestinal, sont
ensuite transférés par les milieux sanguins et lymphocytaires vers d’autres organes (reins, foie

et d’autres) (De Sousa et Baertschi, 2002).
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» La distribution
Une fois les xénobiotiques présents dans la circulation sanguine, ceux-ci sont distribués dans
les divers tissus et organes, ou ils vont exercer un effet (bénéfique ou délétere), €tre stockés
ou étre éliminés. Trois facteurs ont un impact important sur la distribution des xénobiotiques
dans D’organisme : le débit sanguin de l’organe ou du tissu concerné, la capacité du
xénobiotique a diffuser hors du sang vers les cellules de 1’organe concerné et I’affinité des

xénobiotiques pour les tissus ou organes (Shitara et al., 2000).

» Le métabolisme/biotransformation
Le métabolisme correspond a la transformation du xénobiotique par le systeme enzymatique
de I’organisme. Cette modification est réalisée dans le but de le rendre plus hydrosoluble et
donc plus facilement éliminable. De nombreux organes peuvent réaliser ces transformations
(poumons, reins, intestins, etc.) mais c’est le foie qui métabolise majoritairement les

xénobiotiques (Loichot et Grima 2004 ; Custodio et al., 2008).

» L’élimination et excrétion
Le processus d’excrétion conduit a 1’élimination du xénobiotique hors de 1’organisme. Les
molécules et leur métabolites sont principalement éliminés par le rein (urine) et 1’élimination
rénale peut étre de deux sortes : filtration glomérulaire et sécrétion tubulaire, mais
I’élimination peut aussi se faire par la bile (feces), par les poumons dans 1’air exhalé, par le
lait (allaitement), la salive et parfois méme par les cheveux ou les ongles (Zamek-

Gliszczynski et al., 2006).
3.6.Le Foie : organe de métabolisation

Le foie est un organe polyvalent qui joue un rdle important dans une variété de fonctions
essentielles : la digestion, I’épuration, le stockage, la détoxification du sang ainsi que la
production et la sécrétion des composants du plasma et la bile. Le foie est également impliqué
dans le métabolisme des protéines, des stéroides et des graisses. Il permet le stockage de

vitamines, du fer et du glucose (LeCluyse et al., 2012).
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3.6.1. Macroscopiquement

Le foie est une grande glande occupant le tiers antérieur de la cavité abdominale. La surface
antérieure convexe est pressée contre la volte du diaphragme, et la surface concave
postérieure s'adapte et cache partiellement 1'estomac et le duodénum. Il y a quatre lobes
principaux reliés dorsalement: le lobe médian subdivisé en parties droite et gauche par une
bifurcation profonde, le lobe latéral gauche non divisé, le lobe latéral droit divisé
horizontalement en parties antérieure et postérieure, et un lobe caudal constitué de deux lobes
foliaires dorsaux et ventral a I'eesophage a la courbure moindre de l'estomac (Knoblaugh et
al.,2011) (Fig.17). Bien que ce modele de lobation soit le plus fréquent, au moins 13 modeles
différents ont été décrits, la tendance étant a la fission plutot qu'a la fusion, et des différences
de sexe et de souche ont été rapportées. Le foie de la femelle pese toujours plus que celui du

male (Webster et Liljegren, 1955).

La souris differe du rat par la vésicule biliaire; celle-ci est située a la base de la bifurcation
profonde du lobe médian. Le canal hépatique du foie et le canal cystique de la vésicule biliaire

s'unissent pour former le canal cholédoque.

Pour I’histologie en prenant habituellement un échantillon de lobe latéral gauche et des lobes

médians gauche et droit avec la vésicule biliaire (Ruehl-Fehlert ez al., 2003).
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Figure 17: Les quatre lobes principaux du foie: (B) face diaphragmatique et (C) la face
vasculaire (« A » Scudamore, 2014 ; « B, C » Hedrich, 2012).

3.6.2. Microscopiquement

La surface du foie est recouverte d'une fine séreuse a partir de laquelle des fins brins de tissu
conjonctif réticulaire se projettent vers l'intérieur pour former le cadre de soutien des cellules
hépatiques, des vaisseaux sanguins et des voies biliaires. La séparation en lobules ou en unités
hépatiques est tres indistincte et les septa sont visibles seulement autour des branches
interlobulaires de 1'artere hépatique et de la veine porte hépatique dans les sinusoides séparant
les cordons des cellules hépatiques et convergeant vers une veine centrale. Les sinusoides sont
des endothéliums contenant des cellules phagocytaires spécialisées, les cellules de Kupffer,
qui peuvent éventuellement assurer une répartition homogene du sang dans les cellules

hépatiques.

Le foie est doté des cellules parenchymateuses (les hépatocytes) sont disposées dans des
plaques rayonnant de la veine centrale vers la périphérie lobulaire, elles sont grandes et
polygonales avec de grands noyaux centraux avec un ou plusieurs nucléoles. Le contour de la
cellule est souvent indistinct et le cytoplasme a une apparence extrémement variable. Il peut
étre granuleux, vacuolé, coloration profonde ou tres pale. Plus quatre types cellulaires non
parenchymateux (20% des cellules endothéliales sinusoidales, 5% des cellules
périsinusoidales stellaires ou cellules d’Ito, ces cellules sont dans des espaces compris entre
les cellules sinusoidales et les cellules hépatiques appelé espace de Disse, leur cytoplasme

contient des gouttelettes lipidiques et stockant la vitamine A, 10% des cellules de Kupffer
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(des macrophages) et les cellules épithéliales biliaires lui conférant une hétérogénéité
cellulaire (Benhamou et Erlanger, 2008) (Fig.18)
Des mégacaryocytes sont présents dans le stroma du foie pendant les premieres semaines de

la vie postnatale et disparaissent plutard (Fortuyn, 1933).

L'apparition d'hépatocytes peut varier nettement en fonction de 1'état nutritionnel des
animaux. Hépatocytes normaux des souris ont un cytoplasme clair abondant qui a une
apparence «feinte» en raison de la présence de glycogene mais également une caractéristique
du foie de souris est habituellement une anisocytose ; par exemple une grande variation de la

taille des cellules du foie et de leurs noyaux (Hedrich, 2012 ; Scudamore, 2014).

Veine sublobulaire

Lobule hépatique

Hépatocyte

— Artére interlobulaire

— Veine interlobulaire
Ductule biliaire

== Rameau
de la veine porte
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Figure 18: Organisation du lobule hépatique. (A) Coupe histologique (LeCluyse et al., 2012)
, (B) Représentation schématique (Gilbert, 2003) .

3.6.3. Hépatotoxicité
Elle est définie comme le pouvoir d’une substance (médicaments ou plantes) et quelque soient
les mécanismes mis en jeu, de provoquer des dommages au foie. La pathogénie des atteintes
hépatiques toxiques reste classée en toxicité directe, toxicité indirecte et toxicité par surcharge
et/ou accumulation (Rachel, 2009)
-Toxicité directe « obligatoire, prévisible »
Elle correspond a une action directe du xénobiotique sur des constituants cellulaires vitaux
sans intervention du systeme immunitaire. Elle présente plusieurs caractéristiques, mais elle
est principalement dose-dépendante (Tome, 1999).
» Stress oxydatif : Le métabolisme des Xénobiotiques augmente la production des ERO
responsable de la dégradation d’ADN, lipides et protéines (El-Demerdash et al.,
2013).

Page 36



Synthese bibliographique | 2018

> Peroxydation lipidique : Les lipides insaturés sont oxydés et coupés en petits
fragments (alcenes, malondialdéhyde MDA, alcanes) qui sont eux-mémes réactifs et
se lient par des liaisons covalentes aux protéines.

» Liaisons covalentes aux protéines : Ce phénoméne implique essentiellement les
métabolites électrophiles et les groupements nucléophiles des protéines ou d'acides
nucléiques. Par conséquent, certaines enzymes sont inactivées, des transporteurs
membranaires et des protéines régulatrices sont altérés.

> Déplétion en glutathion : Les métabolites électrophiles réagissent aussi avec le
groupe SH du glutathion, la formation accrue des conjugués au glutathion avec
diminution du glutathion hépatique a des conséquences toxicologiques (Tome, 1999).

- Toxicité indirecte « facultative, imprévisible»

Elle est liée au phénomene d’hypersensibilit¢é de 1’hdte, deux types de réactions sont
envisagées : Toxicité immuno-allergique et toxicité a une prédisposition génétique. Elle se
caractérise principalement par une absence de relation dose-effet (Meyer, 2016)

-Toxicité par surcharge et/ou accumulation

Substances accumulées dans certaines cellules du foie (exemple : vitamine A dans les cellules
parasinusoidales) (Martin et Feldmann, 1983).

3.6.4. Tests de la fonction hépatique

C’est un test sanguin permettant de déterminer les taux sériques d'un groupe de constituants,
généralement:

e Bilirubine

e Enzymes plasmatiques

e Protéines plasmatiques (dans certains laboratoires).

» Bilirubine sérique

Le produit de dégradation de 1'hémoglobine et dans une moindre mesure, des enzymes
contenant de I'heme; 95% de la bilirubine provient de globules rouges sénescents et suite a la
dégradation des globules rouges dans le systeme réticulo-endothélial, cela a lieu dans le foie,
la rate et la moelle osseuse. La bilirubine est transportée vers le foie dans le sérum attaché a
I'albumine et, a ce stade, elle n'est pas conjuguée. Les hépatocytes transforment la bilirubine
non conjuguée en une forme conjuguée hydrosoluble qui est excrétée par la bile dans
l'intestin. Ici, une partie est convertie en urobilinogene et excrétée par les reins, la majorité

étant convertie en stercobiline et excrétée dans les feces (North-Lewis, 2008).
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» Enzymes plasmatiques
Les enzymes utilisées dans I'évaluation de la fonction hépatique sont l'aspartate et 1'alanine
aminotransférases (autrefois appelées transaminases et encore abrégées sous la forme ASAT
et ALAT, respectivement), la phosphatase alcaline (PAL) et la ¥-glutamyl-transférase (GGT).
En général, ces enzymes ne constituent pas des marqueurs spécifiques de dysfonctionnement
hépatique. L’activité ALAT est plus spécifique du foie que ' ASAT.
L'ALT et 'AST sont des enzymes libérées par les hépatocytes lorsqu'ils sont endommaggés, ce
qui entraine des taux sériques €levés en cas de l1ésion hépatocellulaire (Friedman et Keeffe,
2004).
La phosphatase alcaline est liée a la membrane canaliculaire hépatique; elle est 1'une des
nombreuses 1soenzymes de phosphatases alcalines trouvées chez 'homme. Test sensible pour
la détection d'une obstruction des voies biliaires (la production est augmentée quand il y a des
dommages aux voies biliaires); l'interférence avec le débit biliaire peut étre intra- ou extra-
hépatique, une augmentation de la phosphatase alcaline sérique résulte d'une augmentation de
la synthese hépatique de I'enzyme plutot que d'une fuite dans les cellules des voies biliaires ou
de l'absence de libération en circulation de la phosphatase alcaline. Cependant, d'autres
isoenzymes de la phosphatase alcaline sont présentes dans des parties du corps telles que les
os, les reins, l'intestin et le placenta, d'ou une phosphatase alcaline élevée isolée peut ne pas
étre associée a un dysfonctionnement hépatique (North-Lewis, 2008).

» Protéines plasmatiques
Le foie est responsable de la fabrication de nombreuses protéines plasmatiques, dont
l'albumine, l'al-antitrypsine, l'a-féto-protéine et la prothrombine. La mesure de la protéine
plasmatique totale est peu utile pour déterminer la fonction hépatique, car les valeurs peuvent
étre normales malgré les perturbations dans la production de protéines individuelles. Les deux
protéines qui sont importantes pour déterminer la fonction hépatique, c’est 1'albumine et la
prothrombine (North-Lewis, 2008).
3.7.Le rein : organe d’épuration

3.7.1. Macroscopiquement

Les reins sont situés de chaque co6té de la colonne vertébrale et seront observés une fois que
les organes abdominaux auront été enlevés. Les glandes surrénales sont présentes au pdle
cranien de chaque rein (Fig.19). Les glandes surrénales des souris femelles sont plus grandes
que celles des souris males et sont généralement de couleur jaune pale (contrairement aux

glandes surrénales chez les hommes, qui sont de couleur brun rougeatre) alors que les reins
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des souris méles sont plus grands que les reins de souris femelles. Le rein droit est toujours

situé dans une position légerement plus cranienne que le rein gauche (Knoblaugh et al., 2011).

Les reins sont normalement d’une couleur brun rougeatre et des anomalies des reins
comprennent des reins petits, rétréci, fermes, jaune pale avec une surface granulaire rugueuse,
cela peut indiquer une glomérulonéphropathie chronique, qui est fréquente chez les souris

agées (Frith et Ward, 1988).

Le rein est aplati dorso-ventralement et présente un large latéral convexe et une courte
bordure médiane concave. La concavité est le hile ol les vaisseaux sanguins et l'uretere
rejoignent le rein. Deux couches, le cortex et la medulla, peuvent étre vues sans l'aide d'une
lentille si le rein est divisé en deux. Le cortex suit les contours de la frontiere convexe, et la
médulle est comme une large pyramide avec sa base convexe ajustée contre la surface

concave du cortex (Brown, 1931 ; Carter, 1954).

Figure 19 : Les reins de la souris sont situés de chaque coté de la colonne vertébrale et les
glandes surrénales sont présentes au pdle cranien de chaque rein (« A » Scudamore, 2014 ;

« B » Hedrich, 2012).

Page 39



Synthese bibliographique | 2018

3.7.2. Microscopiquement

Le rein est composé d'unités ou de néphrons maintenus ensemble par des brins de tissus
conjonctifs délicats et richement vascularisés et enfermés dans une fine capsule. Chaque
néphron a un tubule a extrémité élargie, une capsule de Bowman, renfermant une touffe de
capillaires sanguins et un glomérule. Le tubule se compose de parties contournées proximales
et distales avec un segment droit, la boucle de Henle. Les néphrons s'écoulent dans des
tubules collecteurs droits qui se rejoignent pour former de gros tubules s'ouvrant dans le

bassin pres de la pointe de la papille.

La zone externe du cortex est composée principalement de glomérules et de tubes convolutés.
Les tubules droits des anses de Henle sont groupés en faisceaux et donnent un aspect rayonné
a la zone interne du cortex. La médulle a un aspect stri€¢, se composant principalement de

tubules collecteurs droits convergeant vers la papille.

Certaines caractéristiques du rein de la souris sont remarquables. Comparé aux animaux males
de nombreuses especes, la souris a un volume glomérulaire (nombre et taille) d'environ la
moitié de celui prédit sur la base de la taille et du volume des reins (Rytand, 1938). Les
cellules granulaires dans les parois des arteres glomérulaires afférentes (l'appareil
juxtaglomérulaire) sont facilement démontrées chez la souris, contrairement aux difficultés de
les révéler chez I'homme (Dunn, 1949). Le glomérule est entouré par la capsule de Bowman
qui, dans la plupart des souches de souris, est considérée comme présentant un dimorphisme
sexuel: les cellules épithéliales pariétales sont cubiques chez les males et aplaties chez les

femelles (Hedrich, 2012).
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Figure 20 : Schéma du néphron (A) et glomérule (B) (Kariz et Bankir, 1998).
3.7.3. Néphrotoxicité

La néphrotoxicité se manifeste cliniquement par une insuffisance rénale aigué¢ de degré
variable, accompagnée d’une protéinurie minime et d’une leucocyturie qui précedent une
diminution de la filtration glomérulaire. Sur le plan histologique, la lésion rénale est
représentée par une nécrose tubulaire. Les signes d’atteinte rénale ont également été rapportés

a des faibles doses chez I’homme et chez 1’animal (Rouas, 2010).
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3.7.4. Tests de la fonction rénale

» Créatinine plasmatique

La concentration plasmatique de la créatinine est le marqueur biochimique de la fonction
glomérulaire le plus simple et le plus fiable. Une créatinine plasmatique normale n'implique
pas nécessairement une fonction rénale normale, bien qu'une augmentation de la créatinine
plasmatique traduise généralement une altération de la fonction rénale. Ainsi, on observe une
diminution en cas de jeline et dans l'amaigrissement; une augmentation survient en phase de

renutrition (Marshall et Bangert, 2005).
» Urée plasmatique

L'urée est synthétisée dans le foie et résulte primitivement des réactions de désamination des
acides aminés. Son élimination dans l'urine est la voie principale d'excrétion de 1'azote. Elle
est filtrée au niveau glomérulaire, mais il y a une réabsorption tubulaire significative par
diffusion passive. Bien que la concentration plasmatique de l'urée soit souvent utilisée
comme indice de la fonction glomérulaire, le dosage de la créatinine plasmatique est un
moyen d'évaluation plus précis. La production de l'urée augmente avec la ration protéique
alimentaire et I’inverse. La réabsorption tubulaire augmente si le débit urinaire diminue (par
exemple dans une déplétion hydrique), ce qui peut entrainer une augmentation de la
concentration plasmatique de l'urée, méme si la fonction rénale est normale (Marshall et

Bangert, 2005).
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Partie 11 Matériels et Méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel Végétal

La plante Ruta montana (rue des montagnes) a été récoltée a maturité entre le mois d’Aoft et
Septembre 2014-2016 (Fig.21), dans la région Beni Aziz wilaya de Sétif —Nord Est d’Algérie
(36° 28” 00’Nord 5° 39’ 00” Est) a climat continental semi-aride (Fig.22). Elle a été

identifiée sur la base de caracteres morphologiques (Quazel et Santa, 1963).

Les parties aériennes (fruit et feuilles) ont été débarrassées du sable collé puis séchés dans un

endroit aéré a température ambiante et a I’abri de la lumiere.

Apres séchage, les deux parties sont broyées a 1’aide d’un moulin électrique en poudre fine et

conservées dans des bocaux hermétiques a une température de 4°C jusqu'a 1’utilisation.

i \ '\ & Py

Figure 21 : La plante Ruta montana (photo originale, 2016).
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Figure 22 : Localisation géographique de la zone de récolte (Beni Aziz, wilaya de

Sétif) (https://www.google.com/maps).

1.2. Les souches microbiennes utilisées

Les souches utilisées sont des souches de référence de 1’American type culture collection

(ATCC), conservées a 4 °C dans des tubes a essais contenant de la gélose inclinée.
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Tableau 2 : Description et pouvoir pathogene des souches testées.

Groupes de Especes Références Habitat Infections hospitalieres les plus
germes préférentiel fréquentées.
Bacille Gram+ | Bacillus cereus | ATCC 10876 | Sol, Intoxications alimentaires
poussieres, Septicémies chez les
eaux, immunodéprimés.
aliments, lait
(en poudre)
Cocci Gram- Staphylococcus | ATCC 25923 | Peau, Infections cutanées, plaies,
aureus cheveux, brilures, abces, ostéites,
Nasopharynx, | ostéomyélites, endocardites,
périnée, septicémies, infections
poussieres, air, | pulmonaires, intoxications
aliments alimentaires.
contaminés
Bacille Gram- | Escherichia ATCC 25922 | Matieres Infections urinaires, plaies,
coli fécales, septicémies, infections
aliments respiratoires.
contaminés,
eaux usées
Bacille Gram- | Salmonella ATCC 13311 | L’intestin des | Diarrhées, fievre typhoide
typhimurium vertébrés, sols
Moisissures -Fusarium -Présent dans | -Agent d’onyxis, de kératites,
oXysporum les sols sous d’endophtalmies, e péritonites et
forme d’infections disséminées chez les
sporulée patients atteints d’hémopathie
maligne.
-Aspergillus
niger

1.3. Molécules de références : antibiotiques

La sensibilit¢ des souches bactériennes vis-a-vis 1I’Amoxicilline (AX: 5 pg/disque),

Ceftazidime (CAZ : 30 pg/disque), Céfazoline (CZ : 30 pg/disque) et Co-trimoxazole
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(SXT : 25 pg/disqe) une association de Triméthoprime et Sulfaméthoxazole a été testée

comme controle positif et du DMSO (10 ul/disque) comme contrdle négatif.
1.4. Matériel animal

Des souris blanches Swiss albinos, des deux sexes males et femelles ; adultes agées de 2
mois, pesant entre 20 a 36 g provenant de I’institut Pasteur d’Alger ont été employées pour

I'étude toxicologique.

Les souris sont hébergées au niveau de I'animalerie du " Faculté des Sciences de la Nature et
de la Vie, Université Ferhat Abbas-Sétif, Algérie" dans des cages en plastique transparent
d’une longueur de 55 cm, d’une largeur de 33 cm et d’une hauteur de 19 cm ; tapissées d'une
litiere renouvelable trois fois par semaine. Les animaux ont disposé d’eau du robinet et de

nourriture ad libitum.

Les animaux sont acclimatés aux conditions de 1’animalerie pendant une quinzaine de jours

avant ’expérimentation.
2. Méthodes

2.1. Screening phytochimique

Les méthodes de screening chimique sont indiquées par Farnsworth (1966) (Voire les

annexes).
2.2. Extraction
2.2.1. Préparation de ’extrait méthanolique

Les extraits méthanoliques des feuilles et des graines de Ruta montana sont préparés selon la
méthode de Benbott et al. (2013). Une quantité de 50 g de la poudre végétale des feuilles ou
des graines de Ruta montana est mis a macérer dans 250 ml méthanol pur pendant 72 heures,
a Iombre et a température ambiante. L’extrait récupéré par filtration est soumis a une
évaporation du méthanol sous pression réduite a 35°C dans un rota vapeur. La solution
obtenue est séchée dans une étuve puis les extraits sont conservés a 4°C jusqu’a I’utilisation

(Fig.23).
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50 g de matériel végétal sec + 250 ml du méthanol

U

Macération 72h Température
ambiante a I’ abri de la lumiére

Filtration
—
Filtrat 4~ —  Marc

/
Evaporation au rota-vapeur (35°C) gy, Extrait méthanolique brut J

Figure 23: Protocole de préparation des extraits méthanoliques de la plante par macération

(Benbott et al., 2013).
2.2.2. Préparation de I’extrait alcaloidique

L’extraction des alcaloides totaux a partir de la partie aérienne du Ruta montana est obtenue
par une extraction liquide-liquide, basée sur la différence de solubilité des alcaloides en
milieu acide et alcalin (NH4OH-H,SO4-NH,OH) dans 1’eau d’une part et d’autre part dans les

solvants organiques (Forgacs et al., 1983).

La partie aérienne de la plante est finement broyée par un broyeur électrique. 100 g de la
poudre obtenue est dégraissée par 250 ml d’éther de pétrole par macération et sous agitation a

température ambiante pendant 3 a 4 heures.

Apres filtration, le marc (la poudre moulue débarrassées de la matiere grasse) est alcalinisé
par une solution 40 ml d’ammoniaque (0,5N) pendant au moins 24 heures a température

ambiante permettant ainsi aux alcaloides de passer de la forme sel a la forme organique.

Les alcaloides totaux sont extraits par 1’extracteur de Soxhlet en utilisant un solvant non
miscible avec 1’eau ou la poudre alcalinisée (le marc) est placée dans une cartouche en

cellulose, celle-ci est placée a son tour dans l'appareil de Soxhlet ; ce dernier est monté sur un
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ballon contenant 300 ml de chloroforme et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est
vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec le matériel végétal. La solution
collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté, alors de 5 a 8 cycles sont
nécessaires pour un épuisement total des alcaloides.

A T’issue de cette opération, 1’extrait chloroformique est lavé trois fois successives par une
solution del50 ml d’acide sulfurique (0,5N) pour chaque volume, les trois fractions sont
reprises dans une ampoule a décantation, alcalinisées jusqu’a pH 9 par ajout de quelques ml
d’ammoniaque pur.

Nous épuisons ensuite trois fois la solution par 150 ml d’éther d’éthylique, en agitant
doucement 1’ampoule a chaque fois. Nous récupérons les trois fractions organiques dans un
Erlen-Mayer, qui seront déshydratées par filtration sur papier filtre soutenant du sulfate de
sodium anhydre.

L’extrait recueilli dans un bécher taré est évaporé a sec sur plaque chauffante. Apres
refroidissement, nous pesons a nouveau le bécher, la différence représente la masse ou
rendement des alcaloides totaux, puis les alcaloides totaux sont conservés a 4°C (Bruneton,

1999 ; Vercauteren, 2006) (Fig.24).
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Poudre végétale (100g)

Dégraisser (Ether de pétrole) Ammoniaque (NH,OH)
Et agitation 3 H

Extraction par Soxhlet

Marc épuisé —

Solution extractive chloroformique

Epuisement par I’acide sulfurique (0,5 N)
H2S04 3x150ml

Solution aqueuse

NH,O0H (0,5 N)

Epuisement par Ether d’éthylique (C;H;0O 3 x150 ml) -

Solution organique d’éther

Filtration e

Evaporation —

Solution aqueuse Epuisée

Alcaloides totaux

Figure 24 : Extraction des alcaloides totaux du Ruta montana (Bruneton, 1999).
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2.3. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Une premiere estimation de la richesse en alcaloides des extraits peut se faire par CCM.
On utilise comme phase stationnaire, des plaques Silica gel 60 F254F254 avec des
dimensions 20 X 20 cm de marque MACHEREY-NAGEL (Germany). On dépose a 1 cm du
bord inférieur en petits spots (3a 4 fois) 5 uL de chaque échantillon (5 mg de chaque extrait
dans 1 ml de méthanol). La phase mobile utilisée utilisés pour la migration des alcaloides est
composé de «méthanol/chloroforme/ammoniaque » : 78,5/20/1,5 (V/V/V) (Wagner et Bladt,
1995).

Les solvants vont monter par capillarit¢ dans la plaque de silice et entrainer les produits
contenus dans les échantillons selon leur affinité. La plaque est sortie quand le solvant arrive a
environ 3 cm du bord supérieur et on laisse les solvants s’évaporer pendant quelques min (on
peut accélérer I’évaporation a I’aide d’un seche-cheveux).

La plaque est observée et photographiée sous une lampe UV a une longueur d'onde A =360
nm, puis pulvérisation avec le réactif de Bouchardat jusqu’a I’apparition de spots colorés.

On Calcule les Rf (Rapport frontal) pour chaque constituant selon la formule suivante :

Rf = Distance parcourue par le constituant / Distance parcourue par le front de 1'éluant

2.4. Les tests biologiques in vitro

2.4.1. Test de I’activité antioxydante

2.4.1.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

De point de vue méthodologique, le test du radical libre DPPH est recommandé pour des
composés contenant SH, NH et OH groupes (Salah ef al., 1995). 1l s’effectue a température
ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules
thermolabiles. Le test est largement utilisé au niveau de 1’évolution des extraits hydrophiles
tres riches en composés phénoliques (Yi-Zhong et al., 2006, Hatzidimitriou et al., 2007).
L’activité antiradicalaire des différents extraits a tester a ét€ déterminée selon méthode décrite
par Mansouri ef al. (2005) qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable qui
absorbe dans le visible a la longueur d’onde A de 517 nm.

La technique consiste a mettre le radical libre DPPH (de couleur violette), en présence de

I’antioxydant (extrait brut méthanolique, extrait alcaloidique) va &tre réduit et vire vers le
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jaune. Ce changement se traduit par une diminution de 1’absorbance. La réaction de DPPH est

représentée dans la figure suivante:

. — " )
N—N NOz + Antioxydant-OH ——— N—=N—{"  “)—nN0; + Antioxydant-O
Q) o -

DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite
(Violet) (Jaune)

2.4.1.2. Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La méthode FRAP est basée sur la réaction de réduction de fer ferrique (Fe;") présent dans le
complexe K3Fe(CN)s en fer ferreux (Fe,") par un antioxydant, la réaction est révélée par le
virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe;") a la couleur bleue - vert du fer ferreux
(Fe,"). L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm. Le

mécanisme réactionnel de la réduction de fer est illustré dans la figure suivante :

=M M= =N .I'
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2.4.2. Test de P’activité antimicrobienne

Afin d’évaluer D’activité antimicrobienne des extraits de la plante, nous avons utilisé la
méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme), ou les disques sont imbibés de 10 pl

de chaque extrait de Ruta montana (Sokmen et al., 2004).
-Préparation des dilutions d’extraits de Ruta montana

Les extraits de Ruta montana sont dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour
préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que la
concentration de la solution mere des extraits méthanoliques (Graines et feuilles) et

alcaloidique est de 200mg/ml.
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2.4.2.1.Activité Antibactérienne

L'évaluation de l'activité antibactérienne des différents extraits est réalisée par la méthode de
diffusion sur disques, en raison de sa simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité des
bactéries.

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des extraits sur un milieu solide a I’intérieur
d’une boite de Pétri. Cette méthode nous permet de mettre en évidence 1’effet antibactérien
des différents extraits sur les bactéries, ainsi que la détermination de la résistance ou la
sensibilité de ces bactéries vis-a-vis de cet extrait. La méthode de diffusion des disques

appliquée est celle décrite par Rasooli et al. (2008).

Les résultats sont observés apres 24 h d’incubation a 37°C, en mesurant les diametres des
zones d'inhibition, correspond a 1’absence de la croissance et plus le diametre de cette zone est

grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006).

Les tests ont été répétés deux fois, des disques imprégnés de DMSO et d’éthanol sont aussi

utilisés (témoins négatifs).

D’apres Ponce et ces collaborateurs (2003), la sensibilité des bactéries a été classée par le
diametre des halos d'inhibition :

¢ Non sensible (-) pour les diameétres moins de 8 mm;

s Sensible (+) pour des diamétres de 8 a 14 mm;

s Tres sensible (++) pour des diametres de 15 a 19 mm;

7

s Extrémement sensible (+++) pour les diametres plus de 20 mm.
» Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Les concentrations inhibitrices minimales (CMI) ont été déterminées par la technique de
diffusion en gélose décrite par Rajbhandari et Schopke (1999). La plus forte concentration
d'extrait testé pendant l'expérience était de 200 mg/ml. La CMI correspond a la plus faible

concentration de I'extrait d'essai capable d'inhiber la croissance microbienne visible.
» L’Antibiogramme

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d'une souche

bactérienne vis-a-vis d'un ou plusieurs antibiotiques supposés ou connus.
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Le principe consiste a placer la culture de bactéries en présence du ou des antibiotiques et a
observer les conséquences sur le développement et la survie de celle-ci. On peut placer
plusieurs pastilles imbibées d'antibiotiques sur une souche bactérienne déposée dans une boite

de Pétri.

Ce test a été réalisé pour étudier 1’antibiogramme standard des germes utilisés et le comparer
avec I’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d'un
milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier. La
sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole qu’avec les

disques de papiers imprégnés d’extrait.
2.4.2.2. Activité Antifongique

La méthodologie qu’on a suivie pour 1’évaluation de 1’effet antifongique des alcaloides totaux
et des extraits méthanoliques de Ruta montana est la méthode de contact direct

qui permet la mise en évidence de 1’activité antifongique (Satrani, 2001).

Les extraits de différentes concentrations entre 6,25 et 200 mg/ml de I’extrait avec tween 20,
sont incorporés dans le milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) apres autoclavage a

121° C pendant 30 min.

Le mélange de chaque un milieu, est coulé dans des boites de Pétri et a 1’aide d’un pince
stéril, la culture fongique est déposé au centre de la boite de pétri. Nous opérons de la méme
facon pour chaque champignons et chaque concentration de I’extrait, les boites de pétri sont

ensuite fermées hermétiquement par le para film et incubées a 25°C, pendant 7 jours.

Pour chaque concentration, trois répétitions sont préparées de la méme facon, afin de

minimiser 1’erreur expérimentale.

Ic (%) = (D0O-Dc)/D0 x 100, DO étant la croissance diamétrale du témoin et Dc la croissance
diamétrale du champignon en présence d’une concentration (c) du fongicide (Serghat et al.,

2004).
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2.5. Les tests biologiques in vivo

Cette étude est envisagée uniquement pour tester la toxicité des alcaloides totaux de la plante
Ruta montana.

2.5.1. Détermination de la DLs, chez les souris males et femelles

La DLsg est défini comme la dose dérivée statistiquement qui, lorsqu'elle est administrée dans
un test de toxicité aigué, devrait causer la mort chez 50% des animaux traités dans une
période donnée, cette détermination est fondée sur 1’évaluation des réponses de tout ou rien :
mort ou survie des animaux.

La valeur DLsy (précise ou approximative) est actuellement la base de la classification
toxicologique des produits chimiques et est donc requise par les autorités gouvernementales
dans différentes situations. Les animaux traités sont étroitement observés chaque heure
pendant les premieres 24 heures et chaque jour pendant 2 semaines et les changements dans
I'apparence et le comportement sont notés. Un grand nombre de signes cliniques peuvent étre
utilis€és pour caractériser la toxicité systémique aigu€ et décrire sa progression.
Dans le passé, la DLsy a été utilisée pour les produits chimiques industriels en tant que base
des divers systemes de classification de la toxicité qui sont ou ont ét€ en service dans le
monde entier (Walum, 1998).

Le protocole expérimental consiste a expérimenter sur 6 a 7 lots de 8 animaux auxquels sont
administrées des doses croissantes de la substance a essayer de maniere que le pourcentage de
mortalité varie entre 0 et 100 %. Ceci parce qu’il est impossible d’obtenir immédiatement 50
% de morts a partir d’un seul group.

Les souris males et femelles sont pesées, identifiées par un marquage et réparties en 6 groupes
pour les souris méles et de 7 groupes pour les souris femelles de 8 animaux pour chaque
groupe.

Les souris males et femelles sont soumis a un jeun durant 18 h, I’extrait alcaloidique de Ruta
montana 2 tester est solubilisé dans quelques gouttes de méthanol et dilué dans de I’eau
physiologie et est administrée par voie intrapéritonéale aux différents lots de souris, a raison
d’une dose par lot :

(100, 200, 300, 400, 500 et 600 mg/kg du poids de souris méles).

(50, 100, 150, 200, 250, 300 et 350 mg/kg du poids de souris femelles).

Apres l'administration de 'extrait, les animaux sont observés individuellement chaque heure

et pendant 8 heures puis chaque jour pendant14 jours.
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Durant cette période, nous avons enregistré le nombre de souris morts ainsi que le
comportement et les troubles symptomatologiques observés a I’ceil nu. Les principaux signes
recherchés sont : De méme, les symptomes observés lors des tests de toxicité chronique chez
modification de la pression artérielle, perte d'appétit, agressivité, agitation, faiblesse
musculaire, perte de poids, perte de cheveux, salivation excessive, vomissements et / ou
convulsions, diarrhée sanglante, gonflement local et généralisé, saignement des orifices
corporels (bouche, narines, oreille et anus), coma et mort.

La DLs et son intervalle de confiance sont calculés par des méthodes de Lichfield et
Wilcoxon (1949), Miller et Tainter (1944), Trevan (1927) et méthode des moindres carrées
(https://www.analystsoft.com/fr/products/biostat) et des méthodes graphique.

La valeur de la DLsy permet de classer 1’extrait étudié sur 1'échelle de toxicité proposée
en 1980 par Hodge et Sterner chez le rat ou la souris (Hodge et Sterner, 1943):
*Extrémement toxique : DLsp < 1 mg/kg

*Trés toxique : DLsp de 1 a 50 mg/kg

* Moyennement toxique : DLsy de 50 a 500 mg/g

* Faiblement toxique : DLsy de 500 a 5000 mg/kg

* Pratiquement non toxique : DLsy de 5000 a 15000 mg/kg

* Relativement sans danger: DLsy > 15000 mg/kg

2.5.2. Toxicité aigiie chez les souris males et femelles

Des souris males et femelles sont identifiées par un marquage et sont repartis en 6 groupes
renfermant chacun 14 souris. Avant le traitement les animaux sont mis a jeline 24 heures et

ils sont pesés.
e Des souris méales sont reparties en 3 groupes :

»>Un groupe témoin (moyen de poids est 30g) a recu de ’eau physiologie (0,9 % NaCl)

contenant quelque goutte de méthanol pour seule application par voie IP.

»Un premier groupe (moyen de poids est 30 g) traité par la dose 129,68 mg/kg (= 1/3 DLsy)
des alcaloides totaux de Ruta montana pour une seule application par voie IP, sacrifi€é apres
24heures,.

»Un deuxieme groupe (moyen de poids est 30,28 g) traité par la dose 129,68 mg/kg (= 1/3
DLs) des alcaloides totaux de Ruta montana pour seule application par voie IP, sacrifié apres

5 jours.
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e Les souris femelles sont reparties en 3 groupes aussi :

»Un groupe témoin (moyen de poids est 27,64 g) a recu de 1’eau physiologie (0,9 % NaCl)

contenant quelque goutte de méthanol pour une seule application par voie IP.

»Un premier groupe (moyen de poids est 31,64 g) traité par la dose 75,23 mg/kg (= 1/3
DLso) des alcaloides totaux de Ruta montana pour seule application par voie IP, sacrifié apres
24heures.

»Un deuxieme groupe (moyen de poids est 29,06 g) traité par la dose 75,23 mg/kg (= 1/3
DLsy) des alcaloides totaux de Ruta montana pour une seule application par voie IP, sacrifié

apres 5 jours.

Les groupes sont traités par voie IP avec une dose qui correspond a 1/3 DLsj, une dose

importante mais non mortel afin de déterminer les organes cibles (Antov et al., 1991).

Apres le traitement, les animaux sont observés chaque heure pendant le premier jour et
chaque jour pour le deuxieme lot, pour noter le comportement et la carte clinique.
A la fin de ’expérience, les animaux (souris males et femelle) sont anesthésiés par inhalation
de chloroforme sous une cloche en verre et avant leurs sacrifices le sang est prélevé par une

ponction cardiaque afin d’effectuer les différentes analyses hématologiques et biochimiques.

Le sacrifice apres 24 heures et 5 jours de traitement représentant la toxicité hépatique aigué

maximale selon Szymanowicz et Danel (2005).

Apres dissection, le foie, la rate, les reins, les poumons, le cceur et le cerveau sont observés
macroscopiquement in situ, puis prélevés et déposés dans I’eau physiologie, dégraissés,
séchés par le papier filtre et pesés. Des morceaux du foie, des reins et de cerveau sont

conservés dans une solution de formol a 10 % pour 1’étude histopathologique.

2.5.3. Toxicité subaigiie chez les souris males et femelles
Pour étudier la toxicité subaigiie, des souris de deux sexes sont repartis en 04 groupes, deux
groupes témoins (maéles et femelles) et deux groupes traités (males et femelles) de 14 souris

pour chaque groupe.

-Le groupe traité des souris males (moyen de poids est 28,43 g) recoit par IP une dose de
19,452 mg/kg (= 1/20 DLso mg/kg) des alcaloides totaux de Ruta montana pendant 28 jours.
-Le groupe traité des souris femelles (moyen de poids est 28,35 g) recoit par voie intra

péritonéal une dose de 11,28 mg/kg (= 1/20 DLsy mg/kg) des alcaloides totaux de Ruta
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montana pendant 28 jours au méme temps les groupes témoins (moyen de poids est 25,81 g)

sont traités seulement avec de 1’eau physiologie.

Les animaux sont pesés avant 1’expérience, une fois chaque semaine pendant 1’expérience et

avant leurs sacrifices.

Apres 28 jours, les souris méales et femelles sont anesthésiées par inhalation de chloroforme
sous une cloche en verre, le sang est prélevé par ponction cardiaque pour réaliser des analyses
hématologiques et biochimiques ensuite les animaux sont sacrifiés. Les reins, le foie, les
poumons, la rate, le coeur et le cerveau sont observés macroscopiquement, ensuite prélevés,
placés dans I’eau physiologie, dégraissés, séchés et pesés, le foie, le rein et le cerveau sont

conservés dans du formol a 10 % pour 1’étude histopathologique.
2.5.4. Etude de quelques parametres hématologiques et biochimiques sériques

Au départ les souris sont anesthésiées par inhalation sous une cloche a 1’aide de chloroforme
puis des prélevements du sang sont effectués a 1’aide d’une seringue par ponction cardiaque.
Le sang a été collecté dans des tubes EDTA pour la FNS et des tubes héparines pour les

parametres biochimiques (bilans rénal et hépatique) pour chaque animal.

Les tubes héparines sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 5 min, ensuite le surnagent
(plasma) est placé dans des épendorffs afin de quantifier les parametres biochimiques

suivants: Urée, Créatinine, ASAT, ALAT et PAL.

L’analyse des parametres hématologiques (RBC, WBC, PLT, HGB, HCT, MCV, MPV,
RDW, MCH, MCHC) a été effectuée a 1’aide d’'un ABX micros 6-Francais alors, le dosage
des parametres sériques (Urée, Créatinine, les transaminases, phosphatase alcalin) a été fait
I’aide d’un Integra Roche-Francais, les kits utilisés sont de la méme marque « Integra-

Roche ».
2.6. Analyses statistiques

Tous les résultats sont exprimés en M + SD pour les tests biologiques in vitro et en M + SEM
pour les tests biologiques in vivo. Les ICso sont calculées par la méthode de la régression
linéaire. L'analyse statistique est réalisée en utilisant le fest t de Student pour la comparaison
de deux échantillons, ou ’analyse de la variance (one way ANOVA) suivie par les post-tests
de Tukey et Dunnet pour la comparaison de plusieurs échantillons par le logiciel GraphPad

Prism 5.
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Partie III Resultats

1.Screening phytochimique

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires contenues dans une

plante, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques. Pour cela nous

avons réalisé des tests phytochimiques qualitatifs sur les extraits de la partie aérienne de la

plante.

Ces tests sont en relation avec I’intensité du précipité et de turbidité ou la coloration est

proportionnelle a la quantité de la substance recherchée. Ainsi :

- Une réaction positive est représentée par : +

- L’absence de la substance est représenté par : —

Les réactions de caractérisation ont permis de mettre en évidence plusieurs groupes

chimiques. Les résultats sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Résultats de screening phytochimique mené sur I’espece Ruta montana

Principe chimique Test effectué Résultat Image
Tanins FeCl (+)
Alcaloides Wagner (+) |
Bouchardat (+)
Mayer (+)

Page 58




Résultats [ 2018

Anthocyanes HCl+Ammoniac (-)
Coumarines NaOH (+)
Stérols et| Anhydride (+)
Triterpénes acétique+
Chloroforme
Saponosides Indice de mousse (-)

Ce screening phytochimique indique la présence de quatre groupes de métabolites

secondaires : les tanins, les terpenes et stérols, les coumarines et les alcaloides avec

I’absence totale des antocyanes et des saponosides.

2. Rendement des extractions

Le tableau 4 présente les rendements en extraits alcaloidiques et les extraits méthanoliques

bruts des différentes parties de la plante (feuilles et graines), ces derniers ont été déterminés

par la formule suivants : R%= PEB /PMV

R : Rendement

PEB : Poids de I’extrait brut méthanolique (g)

PMV : Poids de matiere végétale (g)
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Tableau 4 : Rendements en

d’alcaloides du Ruta montana.

extraits bruts a partir des graines, feuilles et extrait

Extrait Aspect Rendement %
Extrait méthanolique des feuilles Pate collante verte 6,46
Extrait méthanoliques des grains Pate collante brune claire 5,52
Extrait alcaloidique Pate collante brune foncé 0,26

N

L’extraction par macération a partir des feuilles et des graines a permis d’obtenir des
rendements variables selon la partie de la plante, un rendement en extrait brut des feuilles
important par rapport a 1’extrait brut des graines. L’extraction liquide-liquide des alcaloides
totaux des parties aériennes de Ruta montana donne un rendement de 0,26 + 0,05 g/100g de la
poudre végétale, un rendement tres faible en comparaison avec les rendements en extrait brut.
3.Chromatographie sur couche mince
L’analyse par chromatographie sur couche mince et 1’observation des chromatogrammes des
extraits de Ruta montana sont effectuées sous une lampe a UV a 360 nm. Le systeme de
migration selon Wagner et Bladt (1995) est constitué de méthanol, de Chloroforme et
d’ammonique (78,5V/20V/1,5V) a permis d’avoir une séparation chromatographique et une
visibilité acceptable des spots. Les spots et les fluorescences observées nous informent, apres
révélation des chromatogrammes avec le réactif Bouchardat, sur la présence des alcaloides.
Les résultats obtenus sont représentés dans les figures 25 et 26, les Rfs corresponds a chaque

spot sont présentés dans le tableau 5.
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Figure 25 : Séparation des différents extraits de Ruta montana par CCM sous UV, A= 360 nm
phase mobile : Méthanol/ Chloroforme/ Ammoniaque 78,5/20/1,5 (V/V/V).

o Ce e

Figure 26 : Chromatogramme des différents extraits de Ruta montana apres révélation

Révélateur : réactif Bouchardat, A =254 nm
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Tableau 5: Rapports frontaux (RF) des différents extraits du Ruta montana

Spots Rapports Extrait brut des Extrait brut des Extrait
frontaux (RF) feuilles grains alcaloidique
1 0,68 (+) (+) (+)
2 0,72 (+) (+) (+)
3 0,9 +) (+) (+)

Les chromatogrammes des extraits méthanoliques des feuilles et des graines et d’extrait
alcaloidique de ’espece Ruta montana présentent de nombreux spots correspondant aux
différentes molécules, qui sont probablement des alcaloides, des polyphénoles, des stérols ou

des terpénoides.

Le réactif Bouchardat a révélé la présence de trois spots de couleur rouge brique pour
chaque extrait, cette couleur indique la présence des alcaloides. Ces spots correspond aux RF

suivants (RF= 0,68-0,72-0,9).
4. Activité antioxydante

La capacité antioxydante des extraits de plante sont largement dépendant de la composition
de ces extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests in vitro, 1’évaluation de
I’activité est donc nécessairement réalisée par au moins deux méthodes différentes (Wong et

al.,20006).

4.1. Piégeage du radical 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH’)
L’activité antioxydante des différents extraits (méthanoliques et alcaloidique) de Ruta vis-a-
vis du radical DPPH" a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce

radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable

a 517 nm (Fig. 27)
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Figure27: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

En faisant varier la concentration des extraits de 2 a 100pug/ml, 1 a 80pug/ml, 1 a 250 pg/ml et
de 0,5 a 8ug/ml pour les extraits méthanoliques des feuilles, des graines, extrait alcaloidique
et 1’acide ascorbique respectivement et en calculant pour chaque concentration le
pourcentage d’inhibition correspondant (I%), nous avons établi les profils d’activité

antiradicalaire présentés dans les figures 28, 29 et 30.

Les profils d’activité antiradicalaire obtenus révelent que les extraits de Ruta montana

possedent une activité antiradicalaire dose-dépendante.
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Figure 28 : Profils de I’activité antiradicalaire (testes DPPH") de 1’extrait brut des feuilles et

de I’acide ascorbique. Les valeurs sont représentées sous forme M + SD.
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Figure 29: Activité antioxydante exprimé en pourcentage d’inhibition du DPPH" par
I’extrait méthanolique des graines de Ruta montana et I’acide ascorbique. Les valeurs sont

représentées sous forme M + SD.
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Figure 30: Profils de D’activité antiradicalaire (teste de DPPH’) des alcaloides totaux de Ruta

montana et de I’acide ascorbique. Les valeurs sont représentées sous forme M + SD.

Les extraits bruts des feuilles et des graines de Ruta montana ont montré un pouvoir
réducteur plus important par rapport a 1’extrait alcaloidique. A une concentration de 60
pg/ml, ils ont attient un pourcentage d’inhibition égale a 70,403 % et 59,796 % alors que

I’extrait des alcaloides totaux n’a atteint que 37,84 % a cette méme concentration.
4.1.1. Evaluation de I’ICso

ICs0 est inversement 1ié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur
d’ICs0 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevé (Pokorny et al., 2001).
La concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH' radicalaire, a été
calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations d’extraits préparés. Les valeurs des ICso présentées dans le tableau 6 ont

permis d’évaluer et de comparer ’efficacité des extraits.
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Tableau 6 : Les valeurs de 1’ICs, des différents extraits de Ruta montana. Les valeurs sont

présentées sous forme M £ SD.

Les extraits EBF EBG EAT A. Ascorbique

ICsp pg/ml 38,61 £0,9259 | 44,1 +4,397 96,87 + 6,242 4,14 £ 0,31

A des fins comparatives, un antioxydant standard a été utilisé (I’acide ascorbique). Il a
montré une activité antiradicalaire tres puissante avec ICsode 4,14 £ 0,31 ug/ml. Les extraits
de Ruta montana ont présenté une importante activité anti-radicalaire envers le radical
DPPH' Dont ’EBF et EBG représentent les extraits les plus actifs avec des ICso de 1’ordre
38,61 + 0,9259 pg/ml et 44,1 +4,397 pug/ml respectivement. Ces effets obtenus sont bien
meilleur que celui produit par I’extrait alcaloidique qui présente une activité antiradicalaire

plus au moins faible (ICsode I’ordre de 96,87 + 0,31 pg/ml).
4.2. Pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

L’évaluation de 1’activité antioxydante par réduction de fer est une méthode facile et
reproductible, pour cela elle est tres utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs (Li et

al, 2007). Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 31, 32 et 33.
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Figure 31 : Pouvoir réducteur de l’extrait méthanolique des feuilles de R. montana et ’acide

ascorbique en fonction de concentration. Les valeurs sont présentées sous forme M = SD.
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Figure 32 : Pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique des graines de Ruta montana et

I’acide ascorbique. Les valeurs sont représentées sous forme M + SD.
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Figure 33: Pouvoir réducteur des alcaloides totaux de Ruta montana et de D’acide

ascorbique. Les valeurs sont représentées sous forme M + SD.

Les résultats obtenus montrent que la capacité de réduction est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration des échantillons. Tous les extraits de la plante présentent

des activités antioxydants nettement inférieures a celles du produit de référence (acide
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ascorbique).

L’extrait méthanolique des feuilles est généralement le plus actif avec une densité optique de
0,370 nm a une concentration de 300 pg/ml, suivis par I’extrait brut des graines et 1’extrait
des alcaloides totaux avec des absorbances 0,276 nm et 0,206 nm respectivement a 300
pg/ml. Ces résultats confirment ceux obtenus par le test DPPH dont les extraits
méthanoliques ont des activités antioxydantes puissantes en comparaison avec les alcaloides

totaux de la plante.
5. Evaluation de P’activité antimicrobienne

5.1. Le potentiel antibactérien des extraits de Ruta montana

L'activité antibactérienne des différents extraits de Ruta montana a été évaluée contre les
bactéries Gram-positives (B. cereus et S.aureus) et Gram-négatif (E. coli et S. typhimurium)
en utilisant la méthode de diffusion sur disque, une technique qualitative basée sur la
mesure du diametre des halos d’inhibition apparents autour des disques chargés d’extraits

végétaux (Fig.34).

Nous rapportons dans le tableau 7 les diametres des zones d’inhibition des différents extraits

de Ruta montana.

Tableau 7 : Moyenne des diametres des zones d’inhibitions des différents extraits de Ruta

montana relatives aux différentes souches. Les valeurs sont représentées sous forme M +

SD.

Bacillus cereus Salmonella typhimurium
mg/ml(10ul/disc) | EBF EBG EA EBF EBG EA
200 32,5+1,32 34,46+0,57 34,5+1,5 21,66+2,51 21,66+0,57 22,5+0,5
100 28,33+0,57 21,66+1,52 31,16+0,76 18+1 17,5+0,5 20,66+0,57
50 23+1 19,5+0,5 27,5+0,5 17+0,5 1540,16 17,83+0,76
25 20,16+1,04 17,16+0,28 23,16+1,75 12,540,5 11,33+0,28 14,16+0,76
12,5 18,16+0,76 13£1,32 15,5+1,32 8,83+0,28 9,16+0,28 11,83+0,28
6,25 10,33+1,52 8,16+0,28 11,16+1,04 7,33+0,28 7,83+0,28 9+0,5
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3,12 6,66+0,28 6,5+0,00 6,5+0,00 6,5+0,00 6,5+0,00 6,5+0,00
CMI 3,12 mg/ml 3,12 mg/ml
DMSO 6 6
AX 13,5 17
CAZ 12,3 16
CzZ 22,5 20
SXT 17 21

Echerichia coli Staphylococcus aureus
mg/ml(10pl/disc) | EBF EBG EA EBF EBG EA
200 18,66+0,57 20,5+0,5 24,5+0,5 19,66+0,57 19,16+0,28 25+1
100 16,83+0,76 16,83+0,28 22+0,5 17,83+0,76 17,8340,76 14,540,5
50 14,5+0,5 15,5+0,5 18,83+0,28 16+1 15,16+0,28 1241
25 12,16+0,76 10,66+0,57 15,5+0,86 12,5+0,5 12,5+0,5 9,16+0,76
12,5 8,60+0,57 8,83+0,28 11,540,5 11,83+0,76 8,83+0,28 8,60+0,28
6,25 7,33+0,28 7,16+0,76 8,83+0,28 10,83+1,15 7,83+0,76 7,33+0,57
3,12 6,5+0,00 6,5+0,00 6,5+0,00 6,5+0,00 6,5+0,00 6,5+0,00
MCI 3,12 mg/ml 3,12 mg/ml
DMSO 6 6
AX 11,9 15
CAZ 11 10
Ccz 23,5 15
SXT 24,2 11,7

CMI: concentration minimale inhibitrice (mg/ml), EBF: extrait brut des feuilles, EBG: extrait brut des graines,

EA: extrait alcaloidique, DMSO : Diméthylsulfoxide (controle négatif), contrdles positifs : AX : Amoxicillin,
CAZ : Ceftazidime, CZ : Céfazoline et SXT : Co-trimoxazol.
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Tous les extraits de Ruta montana ont empéché la croissance des bactéries testés avec un
diametre de zone d'inhibition qui augmente proportionnellement avec les concentrations des
échantillons testés. L'inhibition obtenue sur les souches de bactéries varie de 34,5 a 6,5 ; de
34,46 2 6,5 et de 32,5 4 6,5 mm pour ’extrait alcaloidique, extrait méthanolique des graines
et des feuilles respectivement. Il s’est avéré que toutes les bactéries testées ont été sensibles
vis-a-vis des trois extraits notamment Bacillus cereus, ’effet de ces extraits est plus
important que ceux obtenus avec les antibiotiques  standards  utilisés.
L'extrait des alcaloides totaux semble avoir 1’effet inhibiteur le plus élevé que les extraits
méthanoliques de Ruta montana contre toutes les bactéries testées avec une zone d'inhibition
importante enregistrée a 200 mg/ml sur B. cereus (36,5 £ 1,52 mm), cet effet est plus
considérable que celui obtenu avec les antibiotiques standards. Un effet inhibiteur important
par la méme concentration contre la croissance d’E. coli et S. typhimurium avec des zones
d’inhibition de (24,5 = 0,5 mm et 22,5 + 0,5 mm respectivement), ces zones sont proche a
ceux enregistré sous I’action de SXT (24,2 mm et 21 mm respectivement), cependant I’EA

inhibe également la croissance de S. aureus (25 £ 1 mm).

Tous les extraits de Ruta montana ont présenté une concentration minimale inhibitrice de

3,125 mg/ml qui permet de donner un diametre de zone d’inhibition de 6,5 mm.

Figure 34 : Effet antibactérien de différents extraits de Ruta montana (A : extrait

alcaloidique; B : extrait brut des graines; C : extrait brut des feuilles).
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5.2. Evaluation de I’activité antifongique

L’activité antifongique des différents extraits de Ruta montana contre Aspergillus niger et
Fusarium oxysporum est présentée dans le tableau 8 ou les résultats du dernier jour de la

croissance, en appliquant trois mesures paralleles, sont donnés selon Majhenic et al. (2007).

Les résultats de 1’étude antifongique des différents extraits de Ruta montana ; indiquent que
la sensibilité d’Aspergillus niger et Fusarium oxysporum est accrue en fonction de

I’augmentation de la concentration (Fig.35, 36 et 37).

Selon les résultats 1’Aspergillus niger est plus sensible aux différents extraits de Ruta
montana avec un taux d’inhibition de 60,77 % avec I’EBG, de 57,11 % avec I’EBF et de
56% avec EAT a une concentration de 200 mg/ml alors que 1’effet de ces extraits sur
Fusarium oxysporum est apparu meilleur avec ’EAT avec des taux d’inhibition importantes

aux différentes concentrations testées par rapport aux extraits méthanoliques.

Tableau 8 : Taux d’inhibition de différents extraits de Ruta montana sur la croissance

d’Aspergillus niger et Fusarium oxysporum.

Pourcentage d’inl

Concentration Fusarium Aspergillus
(mg/ml) oxysporum niger

EA EBF EBG EA EBF EBG
200 55 43,33 37,55 56 57,11 60,77
100 49,44 2222 24,22 48,55 48,33 45,22
50 36 19,33 22,33 42 43,33 37
25 32,66 16,44 18,55 36,66 37 23,11
12,5 1922 14 16,44 23,22 22,55 19,66
6,25 8,88 7,77 6,66 20 18,55 10
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Figure 35 : Activité antifongique des alcaloides totaux (A) et des extraits bruts des graines
(B) et des feuilles (C) de Ruta montana contre Aspergillus niger. Les valeurs sont

représentées sous forme M + SD.
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Figure 36 : Activité antifongique des alcaloides totaux (A) et des extraits bruts des graines
(B) et des feuilles (C) de Ruta montana contre Fusarium oxysporum. Les valeurs sont

représentées sous forme M + SD.
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Figure 37 : Effet des extraits (A : extrait brut des graines; B : extrait brut des feuilles;

C : extrait alcaloidique) contre 1’Aspergillus niger et Fusarium oxysporum.
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6. Etude toxicologique

6.1. Détermination de la DL5, chez les souris males
6.1.1. Observation du comportement et tableau cliniques des animaux

Le traitement des souris males avec différentes doses des alcaloides totaux des parties
aériennes de Ruta montana et par voie intra péritonéale, nous a permet de constater chez les

animaux une carte clinique caractérisée par des symptomes cliniques séveres :
- Des convulsions et des tremblements.
-Tachycardie et une difficulté de respiration marquée par une cyanose de la téte.

Secondairement, 1’activité locomotrice se réduit, une sedation puis peu a peu une paralyse
des pattes posterieurs. Bien qu'il y ait eu des déces des les premieres 15 minutes a 24 heures,
cependant les animaux qui ont survécu présentent un comportement normal, similaire aux

animaux du groupe témoin.
6.1.2. Calcule de la DLs, chez les souris males
e Méthode de Lichfield et Wilcoxon 1949

Les alcaloides totaux de Ruta montana administrés par voie intra péritonéale, aux différents
lots de huit souris, et avec les doses comprises entre 100 mg/kg et 600 mg/kg, ont permis
d’établir le tableau 9, qui illustre la mortalité des souris en pourcentage et en unités probits

en fonction de la dose.
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Tableau 9: Dose-effet des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana chez les

souris males traitées par voie intrapéritonéale.

Dose N° de mort/ | Log dose | Effect Effect Difference | 2
mg/kg experience observé attendu %

Probit % Probit %
100 0/8 2 2,99 22 3,50 6,6 4.4 0,03
200 1/8 2,301 3,85 12,5 3,72 10,1 24 0,0058
300 2/8 2,477 4,33 25 4,49 30,5 5,5 0,014
400 4/8 2,602 5,00 50 5,07 52,7 2,7 0,0029
500 6/8 2,698 5,67 75 5,50 69,2 5.8 0,016
600 8/8 2,778 6,59 94,2 5,89 81,3 12,9 0,1

La sommes des 2 : X y2 expérimental = 0,1687. La valeur théorique du %2 pour le seuil de

probabilité p= 0,05 correspond a n =4 [Nombre de dégrée de liberté = K (Nombre de dose) -

2] est 2 théorique= 9,49.

Donc y2 expérimental < 2 théorique donc le travail est acceptable.

A partir des données présentées au tableau, on trace le courbe probit = f (log dose) (Fig.38)
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Figure 38: Courbe caractérisant la relation dose-réponse pour la détermination des
parametres létaux chez les souris maéles traitées par simple application avec les alcaloides

totaux de Ruta montana.

A partir de la courbe on tire les valeurs :
DL;¢ = 226,46 mg/kg

DLso= 389,04 mg/kg

DLgs= 512,86 mg/kg

La pente(S)

S = (DLg4/ DLsg+ DLso/ DL16)/2 = 1,427
L’intervalle de confiance

Pour le seuil de probabilité p= 0.05 L’intervalle de confiance de la DLs est le suivant :
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477,17 mg/kg < DLsy < 317,32 mg/kg (la limite supérieure : DLso.f DLsy et la limite

inferieure: DLsg /.f DLsg avec f DLso =§277 dN’, N’ : le nombre d’animaux situés entre DL ¢ et

DLgy).

e Meéthode de Miller et Tainter (1944)

Les pourcentages des souris males morts dans chaque lot sont relevés et convertis en unités

probits (Tab.10).

Tableau 10: Résultats des calculs des pourcentages corrigés et des probits.

Lots | Doses (mg) | Logdose | Pourcentage de morts | Pourcentages corrigés | Probit
1 100 2 0 3,125 3,13

2 200 2,301 12,5 12,5 3,84

3 300 2,477 25 25 4,33
4 400 2,602 50 50 5

5 500 2,698 75 75 5,67

6 600 2,778 100 96,875 6,85

Correction des effets 0% et 100%
Correction de 0% : Y (0) = 100 (0,25 / n)
Correction de 100% : Y(100) =100 (n — 0,25 / n)

Dont n c’est le nombre des animaux des lots qui ont donné les pourcentages de mortalité O et

100%, donc Y (0) = 3,125 % et Y (100) = 96,875 %.

La courbe de Miller et Teinter (1944) (% de mortalité (probit) = f (log dose)) donnant le
pourcentage de mortalité en fonction du logarithme de la dose nous a permis de calculer la

dose correspondante a 50 % de mortalité (Fig.39)
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Figure 39 : Courbe exprimant la mortalité des souris males (en unités probits) selon Miller

et Tainter (1944).

Obtention du Log DLso, DL et DLg4 de 1'équation de régression a permis de donner les

valeurs suivantes : DLso= 331,97 mg/kg
DL,6=195,43 mg/kg

DLgs= 563,5 mg/kg

Calcule de I’erreur standard

SE de DLso = (Log DLs4 — Log DLi6) / V2N (N= Nombre des animaux dans chaque groupe)
(Randhawa, 2009)

> SE =0,0574

Donc la DLsy des alcaloides totaux de Ruta montana quand ils sont administrés par voie

intrapéritonéale chez les souris males est 331,97 £ 0,057 mg/kg.

e Méthode de Trevan (1927)

L’administration de doses croissantes des alcaloides totaux de Ruta montana chez tous les
animaux du lot tout en notant le pourcentage de mortalité (Tab.11), ce qui nous a permis

d’obtenir une courbe sigmoide
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Tableau 11 : Etude de la létalité des alcaloides totaux de Ruta montana par voie
intrapéritonéale.

Doses mg/kg 100 200 300 400 500 600
Nombre de souris testées 8 8 8 8 8 8
Nombre de souris mortes 0 1 2 4 6 8

% de morts 0 12.5 25 50 75 100

La dose 1étale 50 (DLso) a été calculée grace a la courbe de Trevan (% de mortalité= f

(dose)) (Fig.40).

120 +

y =203,57x - 27,5
100 - R2=0,9771

80 -
60 -

40 -

% de mortalité

20 -

O Y T T T

-20
dose g/kg

T 071 0,2 0,3 0,4

0,5

0,6

0,7

Figure 40: Courbe exprimant le pourcentage de mortalité des souris males en fonction de

dose selon Trevan (1927).

Selon la méthode, la détermination des parametres 1€taux est effectuée graphiquement

DLso= 381 mg/kg
DL;6=213,8 mg/kg

DL84: 547,7 mg/kg
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e Méthode de probits

Analyse par la méthode de probits
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Figure 41 : Courbe caractérisant la relation dose-réponse pour la détermination des
parametres létaux chez les souris males traitées par simple application avec les alcaloides

totaux de Ruta montana.

Les parametres létaux chez les souris males traités par les alcaloides totaux de Ruta montana

par une simple application et par voie IP sont calculés :

DLsy =388,44mg/kg

DL,¢= 240,54mg/kg

DL g4= 536,35mg/kg

6.2. Détermination de la DLs, chez les souris femelles

6.2.1. Observation du comportement et tableau clinique des animaux

Le tableau clinique des souris femelles traitées avec les alcaloides totaux de Ruta montana
est comparable a celui des souris males et est caractérisé par des convulsions, tachycardie,

cyanose, diminution de 1’activité locomotrice avec paralysie des pattes postérieures.

La mort survient  partir de la 15°™ min jusqu’a 24 heures. Aprés 72 heures, les animaux

survivants retrouvent un comportement normal comparable a celui des témoins.
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6.2.2. Calcul de la DL5, chez les souris femelles
e Méthode de Lichfield et Wilcoxon 1949

Apres administration par voie IP des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta
montana, aux différents lots de huit souris et avec les doses comprises entre 50 mg/kg et 350
mg/kg, la mortalité des souris en pourcentage et en unités probits en fonction de la dose ont
été relevés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Dose-effet des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana chez

les souris femelles traitées par voie intrapéritonéale.

Dose N° de mort/ | Log Effect Effect Difference | 2
mg/kg experience | dose observe attendu %

Probit % Probit %
50 0/8 1,698 2,35 0,4 2,76 1,3 0,9 0,0063
100 1/8 2 3,85 12,5 3,74 10,5 2 0,0044
150 2/8 2,177 4,33 25 4,36 26,2 1,2 0,0005
200 3/8 2,301 4,68 37.5 4,84 43,8 6,3 0,017
250 4/8 2,398 5.00 50 5,15 56 6 0,015
300 6/8 2,477 5.67 75 5,41 66 9 0,038
350 8/8 2,544 6,47 92,9 5,68 75,3 17,6 0,17

La sommes des ¥2 : X x2 expérimental = 0,0385
La valeur théorique du y2 pour le seuil de probabilité p= 0,05 correspond a n =4 [Nombre de

dégrée de liberté = K (Nombre de dose) -2] est 42 théorique= 11,1.
Donc y2 expérimental < %2 théorique donc le travail est acceptable.

A partir des données présentées au tableau, on trace le courbe probit = f (log dose) (Fig.42)
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Figure 42 : Courbe caractérisant la relation dose-réponse pour la détermination des
parametres 1étaux chez les souris femelles traitées par les alcaloides totaux de Ruta montana.
DL¢ = 117,48 mg/kg

DLso= 225, 70 mg/kg

DLgs= 426,16 mg/kg

La pente S

S = (DLg4/ DLsp+ DLso/ DLj6)/2 = 1,90

L’intervalle de confiance
Pour le seuil de probabilité p= 0.05 L’intervalle de confiance de La DLsg est le suivant :

310,11 mg/kg < DLsy < 164,14 mg/kg (la limite supérieure : DLso.f DLsy et la limite
inferieure: DLs( /.f DLsg avec f DLs =s277 W’, N’ : le nombre d’animaux situés entre DL ¢ et

DLgy).
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e Meéthode de Miller et Tainter (1944)

Les pourcentages des souris femelles mortes dans chaque lot sont relevés et convertis en

unités probits (Tab.13).

Tableau 13 : Résultats des calcules des pourcentages corrigés et des probits.

Lots | Doses (mg) | Logdose | Pourcentage de morts | Pourcentages corrigés | Probit
1[50 1.698 0 3.125 3.13
> 100 2 12,5 12,5 3,84

3 150 2,177 25 25 4,33
4 200 2,301 37,5 37,5 4,68

5 250 2,398 50 50 5

6 300 247715 75 5.67

7 |350 2,544 100 96,875 6.85

La courbe de Miller et Teinter (1944) (% de mortalité (probit) = f (log dose)) donnant le

pourcentage de mortalité en fonction du logarithme de la dose nous a permis de calculer la

dose correspondante a 50 % de mortalité (Fig. 43).
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Figure 43 : Courbe exprimant la mortalité des souris femelles (en unités probits) selon

Miller et Tainter (1944).

Obtention du Log DLso, DLj¢ et DLgs de 1'équation de régression a permit de donner les

valeurs suivantes :

DLso= 192,31 mg/kg

DLe= 104,97 mg/kg
DLg4=353,26 mg/kg

Calcule de I'erreur standard:

SE de DLso = (Log DLs4 — Log DLi6) / V2N (N= Nombre des animaux dans chaque groupe)
(Randhawa, 2009)

> SE =0,0658

Donc la DLs des alcaloides totaux de Ruta montana quand ils sont administrés par voie

intrapéritonéale est 192,31 + 0,0658 mg/kg.
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e Méthode de Trevan (1927)

Tableau 14 : Etude de la létalité des alcaloides totaux de Ruta montana par voie

intrapéritonéale chez les souris femelles.

Doses mg/kg 50 100 150 200 250 300 350
Nombre de souris testées 8 8 8 8 8 8 8
Nombre de souris mortes 0 1 2 3 4 6 8
% de morts 0 12,5 25 37,5 50 75 100

La dose 1étale 50 (DLs0) a été calculée grace a la courbe de Trevan (Fig.44)

120 -~
y =0,3214x - 21,429

100 -~ R?=0,9701

80 -
-]
£ 60 -
]
£
o 40 A
©
x

20 A

0 - T T T T T T 1
1/5 51,5 101,5 151,5 201,5 251,5 301,5 351,5 401,5
_20 |
Dose mg/kg

Figure 44 : Courbe exprimant le pourcentage de mortalité des souris femelles en fonction de

dose selon Trevan (1927).
Selon cette méthode, la détermination des parametres 1étaux est effectuée graphiquement

DL 50= 222, 24 mg/kg ; DLi¢= 116,45 mg/kg ; DLgs= 328.03 mg/kg
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e Méthodes des moindres carées

Analyse par la méthode de probits
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Figure 45 : Courbe caractérisant la relation dose-réponse pour la détermination des

parametres létaux chez les souris femelles traitées par simple application avec les alcaloides

totaux de Ruta montana.

Les parametres 1étaux chez les souris femelles traités par les alcaloides totaux de Ruta

montana sont calculés :
DL5()= 227,62 mg/kg
DL6=127,81 mg/kg

DLgs= 327,44 mg/kg

Page 88



Résultats | 2018

6.2.3. La sensibilité du sexe

Probit

2 == Linear (Probit M)

== | inear (Probit F)

0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Log dose

Figure 46: La sensibilité de sexe entre les souris méles et femelles.
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Tableau 15: La sensibilité de sexe entre les souris males et femelles.

Parametres Formule de calcule Souris males Souris femelles
DLsg 389,04 225,70
DL4g 226,46 117,48
DLgy 512,86 426,16
Zone d’action l1étale | Z= DLg4s/DL ;¢ 2,26 3,66
La pente DLg4/DLsy+ DL5o/DL;6

S= 1,427 1,91

2

Facteur de risque 1

K= 0,00169 0,00231

DLsy. S

R R= grande dose/ petite dose | 6 7
A 1,08 1,27
Indicateur I 1,45 1,38
Coefficient 1,12 1.4
d’intervalle fg
La relation entre les | SR=S1/S2 1,338
fonctions des pentes
SR
Coefficient de 1.4
relation entre les
pentes  fsr
La relation entre les | PR=DLsy1/DLsg2 1,72
DLs, PR
Coefficient fDLso =S*7""N 1,19 1,32
d’intervalle de 1la
dose 1étale f DLs
Coefficient de 1,39

relation DLsy f pr

Pour savoir si les souris males et femelles réagissent par le méme mécanisme ou non aux

alcaloides totaux de Ruta montana on calcule le SR et f sg.

SR< fsr donc les droites sont parallele et probablement les alcaloides de Ruta montana ont le

méme mécanisme létale.
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Pour savoir s’il y a une différence significative ou non en termes de 1’effet biologique entre

les droites des souris male et femelle on calcule le PR et le Fpg.

PR> f pr , cela veut dire que les deux droites sont parallele et statistiquement il y a une

différence significative a p< 0,05 entre les souris méles et femelles.
6.4.Toxicité aigiie chez les souris males et femelles

Les souris traitées males ou femelles dans les conditions de la toxicité aigue par
I'administration intrapéritonéale d'une dose unique de 129,68 mg/kg (= 1/3 DLsp) et de
75,23 mg/kg (= 1/3 DLsg) chez les souris males et femelles respectivement de l'extrait
alcaloidique de Ruta montana n'ont montré aucune mortalité ou comportement anormal par

rapport aux groupes témoins.
6.4.1. Evolution pondéral

Aucun effet biologique significatif de I'extrait d'alcaloides totaux des parties aériennes de
Ruta montana n'a été noté sur le gain de poids corporel chez les souris males et femelles
traitées par rapport aux témoins (Tab.16, 17)

Tableau 16 : Poids corporel des souris males traitées avec la dose 129,68 mg/kg (= 1/3 DLs)

d'alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.

Poids corporel (g)
Groupes 1" jour 5™ jour Différence
Traité 1" jour 30 + 2,062
Traité 5°™ jour 30,28 £ 2,036 32,45 £+ 1,054 2,1+ 0,352
Témoin 30 £ 0,597 32 +£1,658 1,9+ 0,213

Tableau 17 : Poids corporel des souris femelles traitées avec la dose 75,23 mg/kg (= 1/3
DLsy) d'alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana. Les valeurs sont exprimées

en M + SEM.

Poids corporel (g)

Groupes 1" jour 5™ jours Différence

Traité 1" jour

31,64 + 0,6039

Traité 5™ jours

29,06 + 0,2085

28,18 +£0,4487

0,8783 £ 0.4948

Témoin

27,64 +0.3631

28,24 £ 0,7288

0,5925 £0,8142

Page 91



Résultats | 2018

6.4.2. Masses relatives des organes

Macroscopiquement, les différents organes (foie, reins, poumons, ceceur, cerveau et rate) des
souris femelles et en plus les testicules chez les souris maéles traitées n’ont montré aucun
changement pathologique remarquable dans la couleur, la forme et la texture, cependant
statistiquement, chez les souris méles traités et sacrifiées il y a une diminution significative de
la masse relative des poumons apres 24h et 5 jours de 10,81% et 17,56 % respectivement,
avec une diminution significative de la masse relative du foie apres 5 jours de 45,04 %
comme est indiqué dans le tableaul8. Alors il y avait une élévation significative de la masse
relative du foie de 12,28 % et une diminution significative de la masse relative des poumons

de 10,76 % chez les souris femelles traitées et sacrifiées apres 24 heures (Tab. 19).

Tableau 18: Masses relatives des organes des souris males traitées dans les conditions de la
toxicité aigue par la dose de 129,68 mg/kg (= 1/3 DLsg) d'alcaloides totaux des parties

aériennes de Ruta montana.

Foie Reins Poumons Ceeur Cerveau Rate Testicules

Témoins 0,0464+0,0019  0,0122+0,0008 0,0074+0,0002 0,0054+0,0001  0,0129+0,0001  0,0054+0,0003 0,0074+0,0002

Traités 0,0493+0,0037  0,0135+0,0011 0,0066+0,0001* 0,0048+0,0001 0,0137+0,0001 0,0051+0,0003 0,0068+0,0004
1ier J

Traités 0,0255+0,0069* 0,0129+0,0005 0,0061+0,0001*** 0,0116+£0,0063 0,0135+£0,0049 0,0067+0,0007 0,0064+0,0004
SémeJ

Les valeurs sont exprimées en M = SEM. *** P< 0, 05 comparant aux témoins.

Tableau 19 : Masses relatives des organes des souris femelles traitées dans les conditions
de la toxicité aigiie par la dose de 75,23 mg/kg (= 1/3 DLsp) d'alcaloides totaux de Ruta

montana.

Foie Reins Poumons Ceeur Cerveau Rate

Témoins 0,0464+0,0019 0,0093+0,0003  0,0065+0,0001  0,0048+0,0002 0,0143+0,0004 0,0039+0,0002

Traités  0,0521+0,0008** 0,009+0,0003 0,0058+0,0001* 0,0042+0,0001 0,0136+0,0003 0,0039+0,0004
lierJ

Traités  0,0455+0,0009 0,0087+£0,0004  0,006+0,0002 0,0044+0,0001 0,0147+0,0004 0,0038+0,0004
SémEJ

Les valeurs sont exprimées en M + SEM. *P< 0,05 comparant aux témoins.
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6.4.3. Etude des parameétres biochimiques

L’analyse biochimique des marqueurs de la fonction hépatique et rénale (ASAT, ALAT,
PAL, Urée et Créatinine) évalués dans les sérums des souris méales et femelles traitées par les
alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana, ont montré une diminution
remarquable de I’ASAT non significative pendant le 1'" et le 5™ jours chez les souris males
(Fig.47) et une augmentation non significative de ’ALAT pendant le 1'" jour, qui retrouve

son niveau vers le 5™ jours chez les souris femelles (Fig. 48)

L’urée et la créatinine n’ont montré aucun changement significatif par rapport aux groupes

témoins (Fig. 49 et 50).

400-
[ 1 Témoins
% [ Traités 1J
300- Bl Traités 5J
= 200-
100+ |j
o] L i Il [JEN
ASAT ALAT PAL

Figure 47 : Effet des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana (129,68 mg/kg
~ 1/3 DLsp) sur quelques parametres biochimiques de la fonction hépatique chez les souris

males dans les conditions de la toxicité aigué. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.
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Figure 48 : Effet des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana (75,23 mg/kg =
1/3 DLsp) sur quelques parametres biochimiques de la fonction hépatique chez les souris

femelles dans les conditions de la toxicité aigué. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.
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Figure 49: Effet des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana (129,68 mg/kg
=~ 1/3 DLsp) sur quelques parametres biochimiques de la fonction rénale chez les souris

males dans les conditions de la toxicité aigué. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.
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Figure 50: Effet des alcaloides totaux de Ruta montana (75,23mg/kg ~ 1/3 DLsg) sur
quelques parametres biochimiques de la fonction rénale chez les souris femelles dans les
conditions de la toxicité aigué. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.

6.4.4. Etudes des parametres hématologiques

Les parametres hématologiques des souris méales et femelles traitées par les alcaloides totaux
de Ruta montana sont présentés dans les tableaux 20 et 21. Statistiquement, aucun
changement significatif n’est observé dans les valeurs des parametres hématologiques des
groupes trait€s males par rapport au groupe témoin. Cependant, on a enregistré une
augmentation significative du GB, CCMH, Lymphocytes et Granulocytes de 96,12%, 4,34%,
93,20% et 125,62% respectivement avec une diminution significative de volume globulaire
moyen de 8,03% dans le sang des souris femelles traitées et sacrifiées apres 24 heures par

rapport au groupe témoin.
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Tableau 20 : Parametres hématologiques des souris males traitées dans les conditions de la

toxicité aigue par la dose de 129,28 mg/kg (= 1/3 DLs() d’alcaloides totaux de Ruta montana.

Test GR MCV RDW HCT PLT MPV GB HGB MCH MCHC
6, 3 3 3 pm3 3,3
Groupes 10°/mm” pm %o % 10°/mm 10°/mm” g/dL Pg
Témoins 7,66 42,75 20,83 32,75 471 8,733 8,1 11,22 14,98 35,12
+ + + + + + + + + +

0,5187 0,6756 1,791 2,293 717,82 1,571 1,038 0,3177 10,9864 2,371

Traités 7,863 42,25 19,52 33,45 4432 7,217 8,083 12,18 15,68 37,42
lier J

I+
I+
I+
I+
I+

+

H+

+

H+
H+

0,6623 1,215 0,6457 3,487 59,85 0,4743 0,6188 0,6814 0,6058 2,259

Traités 7,225 42,73 19,85 30,90 582,3 6,583 11,10 10,73 14,90 3497
Séme J

+ + + + + +

H+

+

H+
H+

0,3034 0,7775 0,4264 1,442 33,67 0,4175 1,424 0,2777 0,4740 1,393

Les valeurs sont représentées sous forme M + SEM.

Tableau 21 : Parametres hématologiques des souris femelles traitées dans les conditions de la

toxicité aigue par la dose de 75,23 mg/kg (= 1/3 DL s¢) d’alcaloides totaux de Ruta montana.

Test GR VGM  HCT PLT VPM IDP PIC GB HGB TCMH CCMH LYM  GRAN
6, 3 o o 1071

Groupes  10°mm’ fl % % fl fl % 10°/1 g/dl pg g/dl 10771

Témoins 8,943 4991 44,67 5751 13 10,83 04157 6.2 1427 1596 32 4,843  0,6143
+ + + + + + + + + + + + +

0,2025 0,7089 1,341 55,92 0,2507 0,3932 0,0399 0,414 0,2533 10,2543 0,6016 0,3206  0,0799

Traités 9,33 45,9 42,81 586,77 7314 11,27 12,16 1427 1527 33,39 9357 1,386
ey 0,4314
+ + + + + + + + + + + +
+
0,1726  0,7684** 0,7288 60,43 0,3997 0,7269 1,478+ 0,1848 02925  0,5721%%% 1,277+ (,1299*
0,0604
Traités 8,934 48,61 4333 5369 7,043 1030 03743 8,843 13,94 1563 32,17 6,943  0,9429
SemeJ
+ + + + + + + + + + + + +

0,2392 1,007 0,7174 66,84 0,2918 0,4515 0,0456 0,6535 0,2935 0,2296 0,3029 0,453 0,1901

Les valeurs sont exprimées en M + SEM. *** P< 0,05 comparant aux témoins.
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6.4.5. Evaluation histopathologique

L’étude histologique du foie a montré une conservation du lobule hépatique, néanmoins une
surcharge hépatocytaire en graisses chez les souris males traitées et sacrifiées apres 24 heures
et des congestions sinusoidales et portales chez les animaux traités et sacrifiés apres 5 jours
(Fig. 51). Aucun changement n’est observé dans 1’architecture rénale des souris males
traitées en comparaison avec les témoins (Fig. 52). Des cedémes sont observés au niveau du
cerveau des souris méles traitées et sacrifiées apres 24 heures et 5 jours par rapport aux

témoins (Fig. 53).

Rien n’a été observé sur les coupes histologiques des tissus hépatiques, rénales et cérébrales
des souris femelles traitées et sacrifiées apres 24 heures en comparaison avec le groupe
témoin, cependant des congestions rénales et des cedémes cérébraux ont été observés dans les

conditions de la toxicité aigiie apres le 5tme jour du traitement (Fig. 54, 55 et 56)
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Figure 51: Coupe histologique du tissu rénal des souris males témoins (A) et traitées dans les conditions de la
toxicité aigue par la dose de 129,68 mg/kg (=1/3 de DLs() d’alcaloides totaux de Ruta montana (B: aprés 24 heures

et C: apres 5 jours). Coloration éosine hématoxyline x10. G : Glomérules.

Figure 52: Coupe histologique du tissu hépatique des souris méles témoin (A) et traitées dans les conditions de la
toxicité aigue par la dose de 129,68 mg/kg (=1/3 de DLs) d’alcaloides totaux de Ruta montana (B: apres 24 heures

et C: apres 5 jours). Coloration éosine hématoxyline x10.

SH: Surcharge hépatocytaire, Cn: Congestion sinusoidale et portale.
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Figure 53: Coupe histologique du tissu cérébral des souris males témoins (A) et autres traitées dans les conditions

= ﬁ‘;‘\‘{:ﬂ; I:l

de la toxicité aigue par la dose de 129,68 mg/kg (=1/3 de DLs,) d’alcaloides totaux de Ruta montana (B: apres 24

heures et C: apres 5 jours). Coloration éosine hématoxyline x10. O : (Edéme.
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Figure 54: Coupe histologique du tissu rénal des souris femelles témoins (A) et autres traitées dans les conditions
de la toxicité aigue par la dose de 75,23 mg/kg (=1/3 de DLs) d’alcaloides totaux de Ruta montana (B: apreés 24

heures et C: apres 5 jours). Coloration éosine hématoxyline x40. Cn : Congestion rénale., G :Glomérules

Figure 55: Coupe histologique du tissu hépatique des souris femelles témoins (A) et traitées dans les conditions de
la toxicité aigue par la dose de 75,23 mg/kg (=1/3 de DLs,) d’alcaloides totaux de Ruta montana (B: apres 24

heures et C: apres 5 jours). Coloration éosine hématoxyline x10 et x40.

Figure 56: Coupes histologiques de tissu cérébral des souris femelles témoins (A) et autres traitées dans les
conditions de la toxicité aigue par la dose de 75,23 mg/kg (=1/3 de DLs) d’alcaloides totaux de Ruta montana (B:

apres 24 heures et C: apres 5 jours).Coloration éosine hématoxyline x10 et x40. O : (Edeme cérébral.
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6.5.Toxicité subaigiie

L’administration de la dose de 19,452 mg/kg chez les souris males et de 11,28 mg/kg chez
les souris femelles, qui correspondent aux 1/20 DLsy mg/kg des alcaloides totaux de Ruta
montana pendant 28 jours n’ont provoquons aucune mortalité. Cependant, durant le
traitement par les alcaloides totaux, on a observé une chute des poiles de souris males traités

par rapport aux témoins dés la deuxieme semaine.
6.5.1. Evolution pondérale

Pas de changement significatif a observé dans 1’évolution du poids des souris males ou
femelles traités dans les conditions de la toxicité subaigiie par les alcaloides totaux de Ruta
montana, cependant une 1égere diminution du poids corporel des souris males traités pendant
la 2 et la 4°™ semaine et uniquement pendant la derniere semaine de traitement chez les
souris femelles par rapport aux groupes témoins. Les témoins ont présenté une évolution

normale de leurs poids (Fig. 57 et 58).
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Figure 57: Evolution pondérale des souris males des groupes témoin et traité dans les
conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 19, 452 mg/kg (= 1/20 DLsy) d’alcaloides

totaux de Ruta montana. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.
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Figure 58: Evolution pondérale des souris femelles des groupes témoin et traité dans les
conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 11, 28 mg/kg (= 1/20 DLs,) d’alcaloides

totaux de Ruta montana. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.
6.5.2. La masse relative des organes

La taille, la forme et la couleur des organes (foie, reins, cceur, cerveau, poumons, rate et
testicules) des souris méles traitées dans les conditions de la toxicité subaigiie par la dose de
19,452 mg/kg (1/20 DLsyp) n’ont pas de changement notable en comparaison avec les
animaux du groupe témoin. Cependant, on a noté une diminution significative de la masse
relative du foie de 13,08% avec une augmentation significative de la masse relative des

testicules de 14,07% chez les souris males traités par rapport aux témoins (Tab.22).

L’étude de la masse relative de différents organes des souris femelles traitées dans les
conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 11,28 mg/ kg (1/20 DLsy mg/kg)
d’alcaloides totaux de Ruta montana a montré une augmentation significative de masses

relative de la rate par rapport a celle du groupe témoin (45,45%) (Tab.23).

Page 101



Résultats | 2018

Tableau 22: Les valeurs de la masse relative calculée pour chaque organe des souris males

traitées dans les conditions de la toxicité subaigiie.

Foie Reins Poumons Ceeur Cerveau Rate Testicules

Témoins 0,0596+0,0018  0,0128+0,0010 0,0063+0,0004 0,0048+0,0003 0,0128+0,0004 0,0101+0,0015 0,0068+0,0002

Traités 0,0518+0,0021* 0,0131+0,0004 0,0074+0,0005 0,0046+0,0002 0,0136+0,0007 0,0075+0,000  0,0078+0,0003*
3

Chaque valeur sont représentées sous forme M + SEM. * P< 0,05 comparant avec le groupe témoin.

Tableau 23 : Les valeurs de la masse relative calculée pour chaque organe des souris

femelles traitées dans les conditions de la toxicité subaigiie.

Foie Reins Poumons Ceeur Cerveau Rate

Témoins 0,0505+0,0022 0,0094+0,0003  0,0068+0,0003  0,0047+0,0003 0,0149+0,0004 0,0033+0,0002

Traités  0,0514+0,0017 0,0099+0,0005  0,0067+0,0002  0,0048+0,0002 0,0147+0,0007 0,0048+0,0003

E3S

Chaque valeur sont représentées sous forme M + SEM. ** P< 0,05 comparant avec le groupe témoin.
6.5.3. Etude des parametres biochimiques

Les résultats, obtenus apres 1’examen des parametres sériques des animaux, n’ont indiqué
aucun changement significatif dans les valeurs de 1’urée, créatinine et des transaminases
hépatiques (ASAT et ALAT et PAL) du sérum des souris males traités dans les conditions de

la toxicité subaigiie comparés a ceux du groupe témoins (Fig. 59 et 61).

Cependant, on a enregistré une diminution significative de 48,62% dans la phosphatase
alcaline sérique des souris femelles traitées dans les conditions de la toxicité subaigiie par
rapport au groupe témoin, les concentrations de 1’urée et la créatinine n’ont connu aucune

différence significative par rapport aux témoins (Fig. 60 et 62).
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Figure 59: Taux sérique de « Urée et Créatinine » des souris méles traitées et témoins dans
les conditions de la toxicité subaigiie par la dose 19, 452 mg/kg (= 1/20 DLsy) d’alcaloides

totaux de Ruta montana. Les valeurs sont représentées sous forme M + SEM.
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Figure 60: Taux sérique de « Urée et Créatinine » des souris femelles traitées et témoins
dans les conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 11,28 mg/kg (= 1/20 DLsy)

d’alcaloides totaux de Ruta montana. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.
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Figure 61: Taux sérique de « ASAT, ALAT et PAL » des souris males traitées et témoins
dans les conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 19, 452 mg/kg (= 1/20 DLsy)

d’alcaloides totaux de Ruta montana. Les valeurs sont exprimées en M + SEM.
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Figure 62: Taux sérique de « ASAT, ALAT et PAL » des souris femelles traitées et témoins
dans les conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 11,28 mg/kg (= 1/20 DLsg)

d’alcaloides totaux de Ruta montana. Les valeurs sont exprimées en M + SEM. **P< 0,05

comparant aux témoins.
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6.5.4. Etude des parameétres hématologiques

L’examen hématologique effectué de souris traitées quotidiennement par voie IP avec les
alcaloides totaux de Ruta montana par la dose de 19, 452 mg/kg (= 1/20 DLsp), a montré
une augmentation significative de 12,99% des globules rouge par rapport au groupe témoin
(Tab.24). D’autre part les résultats illustrés dans le tableau 25 révelent une augmentation
significative de 71,06% des granulocytes des souris femelles traitées dans les conditions de
la toxicité subaigiie par la dose de 11,28 mg/kg d’alcaloides totaux de Ruta montana par
rapport aux témoins.

Tableau 24 : Parametres hématologiques chez les souris méles traitées par voie IP avec les

alcaloides totaux de Ruta montana (19,452 mg/kg~= 1/20 DLs).

Test GB GR HB HCT VGM TCMH CCMH PLT LYM MON GRAN MPV PDW
10¥mm®  10%mm3  g/dl % fl pg g/dl 10¥mm® % %
Groupes % fl %
Témoins 11 7,613 12,50 3832 50,33 1643 32,63 1184 61,23 28,68 10,08 9917 1527
+ + + + + + + + + + + + +
4,886
2,443 02412 0,5502 1,503 1,085 04551 0,6222 1169 3,532 1,439 0,7463  0,6243
Traités 10,10 8,602 1345 4322 50 15,65 31,30 1197 59,63 26,88 13,48 9,35 15,43
+ + + + + + + + + + + + +
2,793
08132  3,3233* 05169 2428 1,115 02655 07358 1315 1,853 1,477 0,6276  0,4842

Les valeurs sont représentées sous forme M + SEM. * P< 0,05 comparant aux témoins

Tableau 25: Paramétres hématologiques chez les souris femelles traitées dans les conditions de la

toxicité subaigiie par voie IP avec les alcaloides totaux de Ruta montana (11,28 mg/kg =~ 1/20 DLsy).

Test GR VGM HCT PLT VPM IDP PTC GB HGB TCMH CCMH LYM GRAN

1011 % 10°n  fl . g/dl g g/dl 10°01 10°1
Groupes fl fl % 10°/1

Témoins 8,692 51,60 44,97 623,88 6,367 9,3 0,3867 8,833 14,03 16,15 31,42 6,983 0,75

+ + + + + + + + + * + + +
0,2616 0,0566 0,1282
0,1614 1,718 1,934 104,2 0,4159 0,6849 0,2247 1,022 0,5275  0,1335
Traités 8,55 51,03 43,68 6263 7,067 10,40 04167 9,6 13,27 15,52 30,53 6,75 1,283
+ + + + + + + + + * + + +
0,1614 0,6865 0,0495 0,3947 0,7112  0,1956*
1,643 1,721 118,6 10,4814 0,9757 0,2088  0,9204

Les valeurs sont représentées sous forme M + SEM. * P< 0,05 comparant aux témoins.
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6.5.5. Examen anatomopathologique

L’observation des coupes histologiques de foie et des reins des souris males et femelles
témoins et traitées dans les conditions de la toxicité subaigiie a révélé que ’architecture
cellulaire (lobulaire et tubulaire) du parenchyme des deux organes est bien conservée chez
les deux groupes des animaux en comparaison avec les témoins. Cependant quelques
particularités ont été observées, des discretes congestions hépatiques et rénales avec des

cedemes cérébraux chez les souris traitées par rapport aux témoins (Fig.de 63 a 68).

Figure 63: Coupes histologiques du tissu hépatique des souris méiles témoins (A) et traitées (B) dans les
conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 19,452 mg / kg (1/20 de DLs) d’alcaloides totaux de Ruta

montana. Coloration éosine hématoxyline x10. Cn : Congestion hépatique.

Figure 64: Coupes histologiques du tissu rénal des souris méles témoins (A) et traitées (B) dans les
conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 19,452 mg / kg (1/20 de DLs) d’alcaloides totaux de Ruta

montana. Coloration éosine hématoxyline x10. Cn : Congestion rénale.
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Figure 65: Coupes histologiques du tissu cérébral des souris males témoins (A) et traitées (B)
dans les conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 19,452 mg / kg (1/20 de DLsg)

d’alcaloides totaux de Ruta montana. Coloration éosine hématoxyline x 10. O : (Edéme.

Figure 66: Coupes histologiques du tissu rénal des souris femelles témoins (A) et traitées (B) dans
les conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 11,28 mg / kg (1/20 de DLsy) d’alcaloides

totaux de Ruta montana. Coloration éosine hématoxyline x 40. Cn : Congestion rénale.
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Figure 67: Coupes histologiques du tissu hépatique des souris femelles témoins (A) et traitées (B)
dans les conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 11,28 mg / kg (1/20 de DLs)
d’alcaloides totaux de Ruta montana. Coloration éosine hématoxyline x 10 et x 40. Cn:

Congestion hépatique.

Figure 68 : Coupes histologiques du tissu cérébral des souris femelles témoins (A) et traitées (B)
dans les conditions de la toxicité subaigiie par la dose de 11,28 mg / kg (1/20 de DLs)

d’alcaloides totaux de Ruta montana. Coloration éosine hématoxyline x 10 et x 40. O : (Edéme.
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PartieVI : Discussion

Ruta montana a été utilisée dans la médecine traditionnelle contre les maladies de I'estomac,
les maladies respiratoires et hépatiques, dans les troubles digestifs et I'helminthiase, elle est
traditionnellement connu pour ses effets abortifs et aphrodisiaques, emmenagogue, comme
désinfectant; antipyrétiques (Kabouche et al., 2003 ; Duke et al., 2008 ; Lahsissene et al.,
2009 ; Djarri et al., 2013 ; Hammiche et Azzouz, 2013). En fait, leurs propriétés
thérapeutiques sont dues a la présence de milliers de métabolites secondaires dont les huiles

essentielles et les alcaloides (Baba Aissa, 1999).

1. Screening phytochimique

Les essais phytochimiques effectués sur les extraits de la partie aérienne ont révélé la
présence des tanins, des alcaloides, les coumarines, les stérols et triterpénes alors le test de
recherche des saponosides et des anthacyanes a été négatif sur notre échantillons. Ces
résultats sont completement en accord avec les travaux de Daoudi et al. (2016), sur

R.montana et R.chalepensis.

Les groupes chimiques détectés confirment les travaux de Benkiki (2006), Al-Said (1990),
Vasudevan et Luckner (1968), Ulubelen (1990), Touati et al. (1999), Sener et Mutlugil
(1985) sur R.montana et Ulubelen et ces collegues (1986), sur R. chalepensis mais également

prouvés par des études effectuées sur R.graveolens (steck et al., 1971).

Les tests avec les réactifs de Mayer et Wagner révelent la présence des alcaloides ce qui
explique la toxicité de Ruta montana rapportée par (Collin, 2012). La présence des alcaloides
dans la plante pourrait impliquer des activités biologiques intéressantes, notamment

antiproliférative et antalgique (Somboro, 2010).

Les résultats de ce criblage permettent d’élaborer des hypotheses pour expliquer 1’activité

biologique d’un extrait par la présence d’une famille chimique particuliere.
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2. Rendement

La plante Ruta montana L. a été récoltée de la région Beni-Aziz pour 1’extraction des extraits
bruts et alcaloidiques, dont on a utilisé la partie aérienne (Tige, Feuilles et Graines) sous
forme poudre seche. Il est recommandé pour obtenir une meilleur extraction d’utiliser le
matériel végétal sec, congelé ou lyophilisé ; étant donné que certains composés antioxydants
(certains flavonoides et particulierement les glycosides) sont instables ou peuvent étre
dégradés sous I’action des enzymes du matériel végétal frais (Suhaj, 2006 ; Bruneton, 1999).

La macération par le méthanol permet d’obtenir des rendements en extraits bruts variables
selon la partie de la plante ou la quantité des molécules extraites est supérieure dans les
feuilles (6,46%) par rapport aux graines. Cela est dii préalablement au solvant utilis€ d’une
part et d’autre part a la richesse de Ruta montana en substances solubles dans le méthanol. En
effet des études ont indiqué qu’un rapport de 70% de méthanol est utilisé¢ généralement dans
I’extraction des flavonoides, des acides phénols et leurs dérivés et plusieurs une large gamme

des biomolécules (Al-Farsi et Lee, 2008).

Les résultats de EL-Said et ces collaborateurs (1990), sur R. chalepensis, ont donné un
rendement en extrait brut des parties aériennes entieres est de 3.75%, ce rendement est
inférieure a celui obtenu dans notre étude, cela peut étre due aux caractéristiques de chaque

especes et la région de récolte (sol, température).

Le rendement en extrait alcaloidique des parties aériennes entieres est de 0.27%. C’est un
rendement nettement inférieur a celui obtenu par 1’extraction a froid par simple macération.
Cela est peut-étre dii a 1’utilisation de soxhlet ou la température pendant plusieurs heures qui
peut dégrader certains constituants sensibles (tels les polyphénols) (Andersen et Markham,
2006). Un rendement de 3.4% d’alcaloides des partie aérienne de R. montana est obtenu par
Benkiki (2006), ces résultats sont trés importantes par rapport a notre résultats, cette
différence en rendement peut étre attribuée a de nombreux facteurs, notamment, le stade de
croissance de ma plante, les conditions pédoclimatiques et édaphiques de la région, le lieu de
séchage, la température et la durée de séchage, les parasites et la technique et solvant

d’extraction (Fellah er al ., 2006).

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a une
autre de la méme famille mais également en fonction des parametres de 1’extraction solide-

liquide des polyphénols, liquide-liquide des alcaloides, le solvant d’extraction, la taille des
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particules et le coefficient de diffusion de solvant.

3. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince des extraits bruts et alcaloidique a permis de séparer
plusieurs substances qui ont été observées sous UV a 360 nm et trois spots ont été observées
apres révélation par le réactif Bouchardat. Ce qui explique que les alcaloides sont présents en
quantités importantes aussi bien dans les feuilles que dans les graines.

L’examen en chromatographie sur couche mince (CCM) des extraits bruts méthanoliques
(EBF et EBG) montre des taches fluorescentes correspondant aux différentes molécules, qui
sont probablement alcaloides, des coumarines, des stérols ou des terpénoides ; c’est également
plusieurs zones fluorescentes avec des Rfs allant de 0,6 a 0,9 sont observées par Wagner et
Bladt (1995), lors la séparation d’un extrait méthanolique de Ruta graveolens correspond
principalement a des alcaloides et des coumarines.

Les travaux de Wagner et Bladt (1995), sur R.graveolens ont mis en évidence plus de deux
spots, dont deux sont identifiés comme étant des alcaloides fagarine et kokusaginine et es
autres spots sont des fausses réactions de Dragendorff positive, il se pourrait que les trois

spots obtenu avec Ruta montana, deux d’entre eux correspondant a fagarine te kokusaginine.
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4. Activité antioxydante (DPPH-FRAP)

L’activité antioxydante des extraits bruts des feuilles, des graines et extrait alcaloidique de
Ruta montana et de 1’antioxydant standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été
évaluée a 1’aide d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a la couleur jaune (DPPH-H)
mesurable a 517nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de
I’absorbance induite par des substances anti radicalaires (Majhenic et al., 2007).

La méthode de piégeage du radical libre DPPH' est capable de mesurer la puissance anti
radicalaire d'antioxydants. Cette activité est habituellement représentée par la valeur IC50,
définie comme la concentration de l'antioxydant nécessaire pour récupérer 50% du DPPH
présent dans la solution d'essai. Par conséquent, 1'extrait méthanolique des feuilles a exprimé
l'activité antioxydante la plus élevé (IC50 38, 61 + 0,9259 pg/ml) par rapport a EBG et EAT,
qui ont donné des IC50 de 44,1 + 4,397 pg/ml et 96,87 = 6,242ug / ml respectivement, mais
pas plus forte que 1’acide ascorbique (IC50 = 4,14 + 0,31pg/ml). Ainsi, les extraits au
méthanol sont plus actifs que I’extrait d’alcaloides totaux, cela est di a la complexité des
extraits bruts avec des substances phénoliques et la synergie entre eux pour une meilleure
activité antioxydante d’une part (Vermerris et Nicholson, 2006), et d’autre part, d’apres
Klervi (2005) et Sokol et al. (2007), ont proposé 1’hypotheése que 1’activité anti radicalaire des
extraits méthanoliques et aqueux des plantes est probablement liée a leur contenu en
polyphénols, en flavonoides et en tanins. Les composés phénoliques semblent étre des bons
candidats pour leur activité antioxydante du fait de la présence de nombreux hydroxyles,

pouvant réagir avec les radicaux libres.

Le test de dépistage phytochimique a montré la présence des tanins et des coumarines dans la
plante, cela est susceptible d'étre responsable sur les effets anti-radicalaires observées, ou les
phénols ont la capacité de faire un don d'électrons / hydrogene qui se traduit par la conversion
des radicaux libres trés réactifs aux molécules —non réactive (stables) (Mohamed Said Al-
Hadhrami et Amzad Hossai, 2016), la forte activité de piégeage des radicaux libres de
I’extrait brut de feuilles avec IC50 = 38, 61 + 0,9259ug / ml peut étre di a la grande quantité
de phénols et des flavonoides présents. Ceci indique que ’EBF de R. montana posséde une
bonne source potentielle naturelle d’antioxydants pour prévenir les dommages sans oxydation
radicale.

Khlifi et al. (2013), a estimé avec R. chalpensis une IC50 de 70,01 mg/ml de, R. montana a
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montré une activité plus puissante en piégeant DPPH- radical que celui de R. chalepensis et
R. graveolens selon Fekhfekh et al. (2011), ou les extraits aqueux et 1'éthanoliques sont plus
actifs que les huiles essentielles. Ces résultats concordent également ceux trouvé par
Ouerghammi et al. (2016), indiquant que [’extrait méthanolique des feuilles de Ruta
chalepensis exerce un effet antioxydant radicalaire vis-vis le DPPH mieux que celui des fleurs

avec des IC50 de 23.73 £ 0.1 ug/ml et 30.69 + 0.041 pg/ml respectivement.

Ainsi a des fins comparatives, extrait de feuilles éthanolique de R. chalepensis a montré une
plus forte activité dans le piégeage du radical DPPH" que celle de Ruta graveolens (19,37%
d'inhibition a 0,4 mg/ml) (Pandey et al., 2011). L’huile essentielle de Ruta montana L.
présente une forte activité d’élimination des radicaux DPPH" avec une IC50 = 16,7 pl/ml due

probablement aux mono terpenes (Kambouche et al., 2008).

La capacité antioxydante des extraits a été également évaluée par dosage FRAP car il
présentait également une grande reproductibilité (Thaipong et al., 2006). Réduire le pouvoir,
c'est mesurer 1’activité réductrice d'antioxydant et elle est évaluée par transformation de Fe; *

en Fe, * en donnant un électron.

D’apres les résultats obtenus qui expriment la capacité réductrice d’extrait méthanolique des
feuilles, des graines et des alcaloides totaux par rapport a I'acide ascorbique, on a constaté que
le pouvoir réducteur des extraits augmentait avec l'augmentation de leurs concentrations. Tous
les extraits présentaient une activité antioxydante nettement faible par rapport a la vitamine C
de référence; ce dernier attient un pouvoir réducteur presque total a 200 pg/ml. Les extraits
bruts, qui contiennent la plus grande quantité des phénols totaux sont plus actifs par rapport
aux extraits alcaloidiques, ces résultats sont identiques avec ceux trouvés par Fakhfakh
(2012), les extraits aqueux et €éthanoliques ont donné un pouvoir réducteur plus élevé par

rapport aux huiles essentielle de R. chalepensis L.
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5. Acticité antibactérienne

Dans le but de contribuer a la valorisation de la flore Algérienne en vue d’identifier de
nouvelles substances potentiellement intéressantes sur les plans biologique et thérapeutique,
nous avons procédé a I’étude in vitro de I’effet de I’extrait alcaloidique et méthanoliques des
feuilles et des graines de la rue des montagnes (Ruta montana L.) sur un ensemble de
bactéries Gram+ et Gram-.

Selon  Boussoualim  (2014), [Dactivit¢  antibactérienne dépend de  plusieurs
facteurs a savoir : 1’espece de la plante, la préparation de 1’extrait, le solvant utilisé, et la
sensibilité des bactéries.

Les résultats obtenu dans notre étude ont montré que les trois extraits de Ruta montana L. ont
empéché la croissance de tous les microorganismes cela due a 1’effet antibactérien des
coumarines notamment les furocoumarines, les alcaloides et les polyphénols selon des études
précédentes mené par Wink (2007).

Les alcaloides totaux de Ruta montana ont exercé un effet inhibiteur important de la
croissance bactérienne contre B. cereus, E. coli, S. typhimurium aux différentes concentrations
et contre S. aureus avec la concentration de 200 mg/ml par rapport aux extraits bruts, cela
peut étre expliqué par la régulation de 1'expression des transporteurs membranaires d'efflux,
qui peut contribuer a la sensibilité aux alcaloides de type quinolones chez les bactéries Gram-
positives et Gram-négatives (Hooper, 1995).

D’apres Ponce et al. (2003), la sensibilité des bactéries a été classée par le diametre des halos
d’inhibition, donc a une concentration de 100 mg/ml on a :

-Avec Dextrait alcaloidique B. cereus présente une extréme sensibilité¢ (31,16 + 0,76 mm)
suivi par E. coli, S. typhimurium ensuite S. aureus

Pelletier (1983), a décrit que 1’alcaloide Dictamine des Rutaceae agit comme antibactérien
ainsi les alcaloides acridone de Ruta graveolens, la rutacridone epoxide et
I’hydroxyrutacridone epoxide sont trés actifs contre un large spectre de bactéries et des
champignons selon Wolters et FEilert (1981). Ces alcaloides étaient plus actifs que
l'antibiotique synthétique lactate d'éthacridine. Ce qu’on a observé, une action inhibitrice
puissante des alcaloides contre les souches testées par rapport aux contrdles positifs utilisés.
Les alcaloides quinolones inhibent également les activités de la topoisomérase IV
d'Escherichia coli, mais a des concentrations supérieures a celles inhibant ' ADN gyrase. Au
contraire, chez Staphylococcus aureus, ces profils suggerent que la topoisomérase IV pourrait

étre une cible primaire de I'action de la quinolone (Hooper, 1995).
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Des études ont été effectué par El-Sayed et ces collaborateurs (2000), afin de tester 1’activité
antimicrobienne des alcaloides isolés de 1’espece R. chalepensis, ont donné que 1’alcaloide de
furanoquinoline connu, pteleine, a montré une activité antimicrobienne modérée en inhibant la
croissance de Mycobacterium smegmatis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Candida
albicans, tandis que la dictamnine, la skimmianine et 1'isogravacridonéchlorine étaient moins
actifs contre M. smegmatis et B. subtilis et inactifs contre les autres micro-organismes.

Dans E. coli, la dictamnine a été signalée comme étant une mutagene a action directe
produisant des mutations dans 1'obscurité (Ashwood-Smith ef al., 1982). En plus de présenter
une activité génotoxique dans l'obscurité, les furoquinolines étaient également capables
d'induire des dommages génétiques a la lumiere. Lorsque les cellules procaryotes et
eucaryotes étaient irradiées avec de l'ultraviolet a ondes longues (UV A) en présence de
dictamnine, la furanoquinoline était liée de maniere covalente a 'ADN (Pfyffer et Towers,
1982).

-Les extraits bruts des feuilles ou des graines de Ruta montana inhibent la croissance des
quatre souches testées ce qui peut étre expliqué par la richesse de ces extraits en substances
antimicrobienne comme les furocoumarines et selon Roelandts (1984), ces molécules
présentent une activité mutagene voire létale, vis-a-vis de micro-organismes fongiques ou
bactériens, alors Dall’Acqua et Martelli (1991), ont montré que 1’addition de coumarine le
Psoralene des Rutaceae peut affecter les acides gras insaturés membranaires, ainsi que
certains protéines selon Verones et ces collaborateurs (1981). Les saponines et les terpenes
présentent dans la plante peuvent entrer dans des interactions hydrophobes ou amphiphiles
avec les protéines membranaire entrainant la perturbation de la fluidit€é membranaire
conduisant a la libération des constituants intracellulaires (Wink, 2007).

Les extraits bruts ont montré une sensibilité extréme de B. cereus suivi par S. typhimurium, S.
aureus et E. coli. La résistance d’E. coli aux extraits méthanoliques peut étre due a la nature
de bactérie, selon Normak et Normak (2002), les bacilles a Gram- sont naturellement
résistants aux antibiotiques hydrophobes car ces molécules ont des difficulté a passer la
membrane externe de leur paroi, ce qui concorde avec les travaux de Pavlovié et ces
collaborateurs (2014), sur D’espeéce Ruta graveolens ou les extraits méthanoliques et
éthanoliques présentent une action inhibitrice puissante contre les bactérie Gram+.

Les travaux de Zallagui et al. (2012), montrent avec les huiles essentielles de Ruta montana
L, que I’E. coli est plus sensible que S. aureus ceci est concorde avec les résultats obtenus

dans notre étude avec ’EAT. En outre plusieurs études sur I'action de I'huile essentielle de R.

Page 115



Discussion | 2018

graveolens L., R. chalepensis L. et R. montana L. contre les microorganismes pathogenes,
conviennent que les huiles essentielles sont plus efficaces contre les bactéries Gram-positives
que contre Gram négatif (Belkassam et al., 2011; Franca Orlanda et Nascimento, 2015), ces
résultats sont proche a notre résultats.

Les travaux de Daoudi ef al. (2016), avec des extraits bruts, les huiles essentielles et les
alcaloides de R. montana L. et R. chalepensis L., ont montré que S. aureus était plus sensible
et aucune inhibition d’E. coli et B. cereus. Ce qui incompatible avec notre résultats.

6. Acticité antifongique

Tous les extraits de Ruta montana ont présenté une activité antifongique modérée contre les
champignons testés, Les résultats montrent que les alcaloides totaux ont un effet inhibiteur

important contre la croissance de F. oxysporum (55%) rapport aux extraits bruts, d’  apres le

les études précédentes effectuées sur 1’ espece; les principales classes de métabolites
secondaires identifiés dans la rue sauvage €taient les alcaloides, les flavonoides, les dérivés
coumariniques, les lignanes, les terpénoides, les alcools primaires et secondaires, les quinines,
les acides gras, les stéroides et d'autres composants mineurs (Benazir et al., 2011). Outre les
méthoxypsoralenes, généralement cytotoxiques et largement reconnus comme fongitoxiques,
les alcaloides de quinoléine et de quinolone sont importants pour la plante de la rue dans la
défense contre les pathogenes des plantes (Oliva et al., 2003).

Cependant aux différentes concentrations I’ EBF et I’ EAT inhibent mieux la croissance
d’ A. niger en comparaison avec I’ EBG, la CCM réalisé nous a permis d’ identifier la
présence des alcaloides et d’ autres substances apparu sous UV dans 1’ extrait brut des
feuilles, qui peut étre des composés de nature phénolique. La plupart des études sur le
mécanisme des composés phénoliques ont mis l'accent sur leurs effets sur les membranes
cellulaires. En fait, les composés phénoliques non seulement attaquent les parois cellulaires et
les membranes cellulaires, affectant ainsi la perméabilité et la libération des constituants
intracellulaires, mais ils interférent également avec la fonction de la membrane. Ainsi, les
terpenes phénoliques actifs pourraient avoir plusieurs cibles invasives qui pourraient conduire
a 1'inhibition des champignons phytopathogenes (Wink, 2007).

7. Dose létale médiane chez les souris mdles et femelles

D’apres Bellakhdar (1997), les cas d’intoxications les plus fréquents au Maroc sont observés
a la suite de tentatives d’avortement au cours desquelles la rue est administrée soit sous forme

de décoction buvable, soit sous forme de lavements vaginaux. Aussi, Selon Hammiche
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(2013), plusieurs cas de réactions phototoxiques sont signalés chez ’homme, a la suite de
contact cutané avec des especes appartenant a la famille des Rutaceae (plus particulierement,
le genre Ruta); cela se traduit par des érythémes, des dermatites bruleuses parfois séveres,

stimulant des briillures bien différentes des réactions de photoallergie.

Dans le cadre d’évaluer la toxicité aigiie et subaigiie des alcaloides totaux de Ruta montana
chez les souris blanches Swiss Albinos males et femelles, nous avons déterminé les DLsg chez
les deux sexes d’animaux.

La carte clinique des souris males et femelles traitées par les alcaloides totaux des parties
aériennes de Ruta montana L. s’est caractérisée par une sédation, une diminution de l'activité
locomotrice avec paralysie des pattes postérieures, des convulsions, des tremblements,
cyanose et une perturbation du rythme cardiaque. Les extraits de Ruta montana contiennent
plusieurs composants. On pense que les alcaloides de quinoline et les coumarines telles que
les furocoumarines sont les constituants actifs (Hoffmann, 2003). La skimmianine, un
alcaloide furoquinoléine commun contenu dans les Rutaceae, a un effet inhibiteur sélectif sur
les réponses vasopressines induites par la 5-hydroxytroptamine (5-HT) dans les études
animales et a produit un blocage non spécifique des fonctions cardiovasculaires a forte

concentration entrainant une hypotension (Cheng et al., 1990).

Les convulsions et la paralyse sont expliqués selon Tamokou et Kuete (2014), par 1’action de
la substance toxique sur des récepteurs en modifiant la structure des récepteurs ce qui conduit
a des effets biochimiques telle que la perturbation du métabolisme et la perturbation des
échanges a travers les membranes cellulaires se traduisant par des modifications des réponses
comportementaux et physiologiques. La symptomatologie observée est concorde les

symptomes décrits par Jouglard (1977) et Bellakhdar (1997).

Elle est actuellement la base de la classification toxicologique des produits chimiques.
Lorsque 1'administration orale est combinée avec une administration parentérale, on obtient

des informations sur la biodisponibilité du composé testé (Walum, 2016).

L’analyse des résultats obtenus montre qu’au fur et a mesure que la dose des alcaloides totaux
de Ruta montana augmente, le taux de mortalité des souris males ou femelles augmente. Ceci
a permis de déduire un effet dose-réponse de 1’extrait alcaloidique de R. montana sur les

souris.
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Les méthodes (Leichtfeld et Wilcoxon (1949), Miller et Tainter (1944), Trevan (1927) et la
méthode des moindres carrés), ont permis d’obtenir des DLs chez les souris males de 389,04
mg/kg, 331,97 mg/kg, 381 mg/kg et 388,44 mg/kg et de 225,7 mg/kg, 192,31 mg/kg, 222,24
mg/kg et 227,62 mg/kg chez les souris femelles, selon la classification de Hodge et Sterner
(1949), les alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana sont considérés comme

un produit modérément toxique et comme un produit tres toxique selon Gosselin et al. (1957).

Les résultats montrent la sensibilit€ des souris femelles aux alcaloides de Ruta montana, cette
sensibilité est due probablement a une différence physiologique. Laroche et al. (1986),
soulignent la variation de la sensibilité selon le sexe des animaux vis-a-vis d’une substance

médicamenteuse donnée.

L’étude de la sensibilité du sexe, nous a permis de calculer le facteur de risque K en utilisant
la DLg4, DLso, DLjs et S et qui était inférieur a 0,1 ce qui indique que les alcaloides totaux de
Ruta montana sont classés parmi les produits chimiques les mois toxiques a 1’animal selon
Yalonova (1970), alors qu’en pharmacologie il est class€ comme un poison fort a I’étre

humain (Fabre et Truhaut, 1965).

La détermination des valeurs SR et PR et ces facteurs Fsr et Fpg respectivement d’enregistrer

une différence significative en terme d’impact biologique entre les souris males et femelles.

Les doses comprises entre 0 et 200 mg/kg chez les souris males et entre 0 et 100 mg/kg chez
les souris femelles ont montré une absence de mortalité. Ces doses qui apparaissent comme
celles tolérées par 1’organisme pourraient en conséquence étre utilisées potentiellement a titre

expérimentale dans une étude de toxicité aigiie ou subaigué.

Les résultats obtenus pendant la période de 14 jours qui ont suivi la premiere journée
d’observation permettent de constater que 1’extrait d’alcaloides totaux de R. montana
administré en dose unique exercerait son action toxique sur une période allant de 15 minutes a
24 heures.. Au-dela de 24 heures, les souris traitées ayant survécu, rentrent dans une phase de
récupération qui devient totale au bout de 48 heures. Il pourrait que la mortalité provoquée est
due aux molécules meres des alcaloides et non a leurs métabolites. Au regard de cette
observation, il apparait que 1’organisme animal a des capacités de métaboliser les alcaloides
de la plante au bout de 48 heures soit en rendant inoffensive la substance, soit en 1’éliminant

enticrement par les voies d’excrétion naturelles, soit en éliminant une grande partie des
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alcaloides, sous forme inchangées, soit en transformant les alcaloides en métabolites plus

polaires et faciles a éliminer.
8. Toxicité aigue chez les souris mdles et femelles

Un test de toxicité aigué€ peut donner plus d'informations sur les propriétés biologiques d'un
composé chimique que n'importe quel autre test (Walum, 2016). Les alcaloides totaux de Ruta
monatana administré par voie IP avec la dose 129,68 mg/kg (1/3 DLsg) chez les souris males
et avec la dose 75,23 mg/kg (1/3 DLsg) chez les souris femelles n’ont produit aucun signe de

toxicité ou de déces dans les deux groupes de souris soit males soit femelles.

Divers parametres sont importants dans I'évaluation de la toxicité des plantes médicinales.
Ceux-ci incluent le poids corporel et la masse absolu et relative des organes avec leurs
biomarqueurs respectifs et le profil hématologique (Anderson et al., 1999 ; Nadir et Suat,

2007 ; Akhigbe, 2014 ; Li et al., 2015).

Le foie est le carrefour beaucoup de fonctions métaboliques, le métabolisme des aliments, des
médicaments et des xénobiotiques. Il est considéré comme 1’organe intervenant dans la
détoxification des substances toxiques endogenes ou exogenes, c’est pourquoi il est la cible de
beaucoup xénobiotiques (Udem et al., 2009). Parmi les parametres mettant en évidence la
teinte du foie, la fuite des enzymes cellulaires dans le plasma, quand les membranes
cellulaires hépatiques sont endommagées, beaucoup d’enzymes présents naturellement dans
les cellules sont libérés dans la circulation sanguine. Les transaminases ASAT et ALAT sont
utilisées comme des biomarqueurs pour évaluer le degré d’altération du foie (Taj et al., 2014 ;
Awounfack et al., 2016 ; Bashir et al., 2016 ; Jacques et al., 2016). L’augmentation de la
phosphatase alcaline sérique indique un blocage des voies biliaires (Udem ez al., 2009 ;

Werner et Giostra, 2013).

Les reins régulent I'excrétion de 1'urée et la réabsorption des électrolytes dans le sang (Bashir
et al., 2016). Lors de 1'évaluation de la toxicité des plantes médicinales, il est essentiel
d'évaluer les fonctions rénales parallelement aux fonctions hépatiques. Bien que de nombreux
tests soient effectués pour évaluer les fonctions rénales, les tests de base rapportés
régulierement sont la clairance de la créatinine, la clairance de l'urée (Sembulingam et

Sembulingam, 2010).
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Dans la présente étude de la toxicité aigiie, les alcaloides totaux de Ruta montana n'ont aucun
effet sur I’évolution pondéral des souris méles ou femelles. Bien que la masse des organes soit
I'un des indicateurs de toxicité par une drogue (Piao et al., 2013) et peut étre utilisée pour
indiquer un gonflement, une atrophie ou une hypertrophie (Maina et al., 2016). Des
changements ont été observés chez les souris traitées males, une diminution significative dans
la masse relatif des poumons (Apres 24h et 5 jours) qui peut étre due a une peroxydation
lipidique ou a une oxydation des acides gras polyinsaturés dans les mitochondries ce qui
conduit a la formation de peroxyde de lipide avec des dommage cellulaire (Gurr et James,
1980) ; avec une baisse significative dans la masse relative du foie (apres 5 jours), cela peut
étre en relation avec la pression veineuse systémique accrue est reflétée par 1'hypertension
veineuse hépatique qui peut provoquer une atrophie des cellules hépatiques par des congestion
sinusoidales selon Freedman et Keeffe (2004), cette diminution est accompagné par une
diminution remarquable non significative de ’ASAT au 1'" jour et qui continue jusqu’a 5™
jour, les modifications de I'ASAT peuvent représenter une atteinte extra-hépatique

(Wilkinson, 1970).

Les coupes histologiques du foie, du rein et du cerveau des souris maéles trait€és dans les
conditions de la toxicité aigiie avec la dose de 129,68 mg/kg (1/3 DLsp) montrent une
surcharge hépatocytaire et congestion sinusoidale et portale dans les tissus hépatiques cela
peut étre due aux alcaloides totaux de R. montana, qu’ils peuvent causer des perturbations des
échanges cellulaires, ces observations sont en accord avec celles de El-Agraa et ces collegues
(2002), sur les chevres males. Ruta graveolens a provoqué une vacuolisation cytoplasmique
grasse des hépatocytes centro-lobulaires et une nécrose des cellules tubulaires rénales étaient

significatives.

Des cedémes cérébraux ont été observés, alors que I’architecture tissulaire des reins est
conservée et aucun changement dans les indicateurs de la fonction rénal (Urée et Créatinine)

n’a été enregistré.

Le systeme hématopoiétique est I'un des cibles les plus sensibles pour les produits chimiques
toxiques et un indice important du statut physiologique et pathologique chez les humains et
les animaux (Nghonjuyi ef al., 2016). Dans cette étude, aucune différence significative n'a été
trouvée dans les parametres hématologiques des souris males a la fin du traitement par rapport

au groupe témoin. Ainsi, les résultats suggerent que les alcaloides totaux administrés par voie
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intrapéritonéale a 129,68 mg/kg n'ont aucune influence sur le systeme sanguin chez les souris

males.

Les calculs des masses relatifs des différents organes chez les souris femelles traitées avec la
dose de 75,23 mg/kg (1/3 DLs) des alcaloides totaux de Ruta montana dans les conditions de
la toxicité aigiie ont indiqué également une diminution significative de la masse relative des
poumons avec une augmentation significative de la masse relative du foie apres 24 heures de
traitement, cela peut étre due a des hémorragies associés a quelques foyers de nécroses selon
Girish et al. (2009). Par conséquent, aucun changement dans les activités ASAT et ALP, mais

il y a un changement considérable dans ALAT au premier jour qui se rétablit au 5eme jour, cela
est expliqué par une métabolisation et une élimination rapide des alcaloides administrés selon

Hardman et al. (1998).

Les analyses hématologiques ont permis d’enregistrer une augmentation significative des
globules blancs, lymphocytes, granulocytes et CCMH apres 24h du traitement avec les
alcaloides totaux de Ruta montana (75,23 mg/kg). Les globules blancs sont des indicateurs de
la capacité a combattre les infections (Yakubu et Afolayan, 2009). Suite a I'administration
d'un extrait, une augmentation du nombre de globules blancs révele l'effet stimulant de
I’extrait sur le systtme immunitaire et selon Shah et al. (1988), I'augmentation de GB indique
une activité proliférative des cellules de la moelle osseuse qui peut €tre attribué aux tanins et
aux alcaloides constituants la plante. Kumer et al. (2005), expliquent 1’augmentation des
basophiles apreés I’administration d’un extrait végétal par une activité inflammatoire de
I’extrait cependant, la diminution de VGM apres exposition a un produit végétal révele le
potentiel antihématique (potentiel d'induction de 1'anémie) de l'extrait (Saka et al., 2011), la
diminution du VGM chez la souris selon Fox et al. (2007), est considéré également comme
un indicateur d’une anémie microcytaire, cela peut €tre en relation avec la diminution de la
masse relative des poumons ce qui entraine une diminution des apports en oxygene, ces
changements ne sont pas observés chez les souris femelles traitées et sacrifiées apres 5 jours
ce qui est probablement expliqué par un effet immédiat des alcaloides totaux de Ruta montana

et qui disparait apres 48 heures.

L’étude histopathologique a permis d’observer chez les souris femelles des congestions
rénales et des cedémes cérébraux apres le 5™ jour du traitement, il est probablement dd 2 une

perturbation des échanges cellulaires cérébraux.
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Les résultats de 1’étude de la toxicité aigué€ n'ont montré aucun effet néfaste sur les marqueurs
habituels de la toxicité hépato-rénale (ASAT, ALAT, ALP, urée et créatinine). On peut
conclure que les alcaloides des parties aériennes de Ruta montana n'ont pas induit des
dommages importants a ces organes chez les souris femelles ce qui en accord avec les travaux

de Mergham (2015).
9. Toxicité subaigiie chez les souris males et femelles

Dans 1’étude de la toxicité subaigiie chez les souris Albino swiss méles et femelles traités par
les alcaloides totaux de Ruta montana avec la dose de 19, 452 mg/kg et de 11,28 mg/kg

respectivement, par simple application et par voie IP.

La carte clinique des souris males traitées s’est caractérisé par une perte des poiles des la
deuxieme semaine, la perte des cheveux dans une étude de toxicité subchronique par voie oral

c’est un indicateur d’une toxicité d’apres (Adejuwon, 2014) ; I’évolution pondérale a montré
une 1égere diminution dans la 2°™ et la 4°™ semaine chez les souris males et dans la 2°™
semaine chez les souris femelles, la réduction du poids est associée probablement une baisse
de consommation des aliments (Hispard et al., 2007 ; Ige et al., 2011), dans ’ensemble le
poids corporel n‘a pas connu de changement notable. La courbe d’évolution des poids a
montré une allure similaire chez les souris traitées et témoins males et femelles, ce qui en
concorde avec les résultats de Merghem (2015), dans une étude chronique de 1’effet de

I’extrait aqueux de Ruta montana chez les rats.

Les résultats hématologiques montrent des changements dans les parametres hématologiques
liés a la toxicité subaigiie des alcaloides totaux de Ruta montana chez les souris males et
femelles en comparaisons avec les groupes témoins, une augmentation significative des
globules rouges chez les souris males traitées expliqué par une déshydratation ou une
diminution de I’apport d’oxygene aux tissus (Brockus et Andreasen, 2003; Misago et al.,
1986). En parallele, une augmentation significative des granulocytes chez les souris femelles
traitées avec la dose de 11,28 mg/kg d’alcaloides totaux de Ruta montana, d’aprés Ghule et
al. (2006), dans une étude de 1’effet des feuilles de Capparis zeylanica Linn, I’augmentation
des granulocytes peut aider a augmenter I’immunité, cela peut étre en relation avec
I’augmentation significative enregistré dans la masse relative de la rate. Selon Scudamore
(2014), chez la souris, I'élargissement de la rate (splénomégalie) et peut indiquer un

processus tumoral (souvent un lymphome, hyperplasie lymphoide ou augmentation dans les
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cellules hémopoiétiques extramédullaires (granulocytes ou des érythrocytes précurseurs) en
réponse a des réactions systémiques des processus inflammatoires ou des globules rouges (en

réponse a I'anémie) dans la pulpe rouge.

Le foie, il est étroitement lié a une membrane lipidique dans la zone canaliculaire, de sorte
que toute interférence avec le flux biliaire, intra hépatique ou extra-hépatique, entraine une
diminution de l'activité sérique de la phosphatase alcaline (Vandenberghe, 1995). Dans la
présente étude, nous avons enregistré une diminution de la phosphatase alcaline chez les
souris femelles traitées avec la dose de 11, 28 mg/kg d’alcaloides totaux de Ruta montana.
Selon Kumar et al. (2002), les dommages causés sur la membrane cellulaire entrainent une
peroxydation lipidique, ce qui conduit a un déséquilibre entre la synthese et la dégradation des
protéines enzymatiques, réduisant ainsi [’activité enzymatique. Par ailleurs les autres
parametres biochimiques caractérisant la fonction rénale et hépatiques chez les souris males et
femelles traités dans les conditions de la toxicité subaigiie n’ont pas montré de changements
significatifs, ceci pourrait €tre due la capacité des animaux a métaboliser et a éliminer

rapidement des alcaloides de la plante Ruta montana (Hardman et al., 1998).

Les indicateurs de la fonction hépatique et rénale n’ont montré aucun changement, alors
I’examen histopathologique des sections hépatiques, rénales et cérébrales des souris males et
femelles a révélé des discretes congestions hépatiques et rénales avec des cedémes cérébraux

chez les souris traitées par rapport aux témoins.
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Conclusion et perspectives

A Tissue du présent travail qui représente 1’étude phytochimique, pharmacologique et
toxicologique de la plante Ruta montana L. connue sous le nom Fidjel, de la famille des

Rutaceae du I’Est du 1’ Algérie.

e Nous sommes arrivés a des résultats qui nous ont permis 1’identification des composés
de types alcaloides, tanins, stérols, triterpenes et coumarines.

e [L’analyse de la capacité antioxydante des différents extraits issus de 1’espece Ruta
montana selon la méthode de la réduction du Fer et celle du piégeage du radical libre
DPPH' a montré que les extraits méthanoliques des feuilles et des graines ont des
activités importantes par rapport aux alcaloides totaux. Les résultats du pouvoir
réducteur viennent confirmer ceux du test de piégeage du radical DPPH', en effet les
extraits méthanoliques présentent une capacité réductrice meilleure par rapport aux
alcaloides totaux. Ces extraits méthanoliques pourraient donc constituer une
alternative a certains additifs synthétiques. Cette activité reste néanmoins nettement
inférieure a celle de 1’acide ascorbique, mais il s’agit d’extraits bruts contenant un
grand nombre de composés différents.

e Les alcaloides totaux de Ruta montana ont révélé un effet inhibiteur important vis-a-
vis les souches bactériennes testées par rapport aux extraits méthanoliques.

e les extraits méthanoliques et les alcaloides totaux de Ruta montana ont montré une
activité antifongique plus ou moins importante.

e La détermination de la DLsy chez les souris males et femelles a permis de classer les
alcaloides totaux de Ruta montana dans la catégorie des produits chimique tres
toxique selon Gosselin (1957) et une sensibilité liée au sexe entre les souris males et
femelles.

e Les changements observés dans le comportement des animaux traités au cours de
I'étude de la toxicité aigu€ et subaigué appelé a une étude biochimique et histologique
approfondie du cerveau.

e L’ étude de la toxicité aigiie et subaigiie chez les souris males et femelles a montré
dans 1’ ensemble 1" absence des modifications importantes des parameters
biochimiques avec la perturbation de quelques parametres hématologiques.

e [’observation histologique s’est caractérisée par quelques modifications structurales.

Page 124



Les résultats obtenus dans cette étude peuvent étre approfondis par des études suivantes:

» L’isolement, caractérisation et l'identification des composés actifs par des
méthodes spécifiques.

» Des études approfondies sur la pharmacocinétique et la pharmacodynamique des
principes actifs seraient utiles pour la détermination des doses préventives et
thérapeutiques.

» Une étude de la toxicité chronique des alcaloides totaux est indispensable afin

d’évaluer la toxicité cumulative des substances.
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L.es annexes

% Screening phytochimique

«» Tanins

A 2ml de décocté aqueux a 5% (5g de la poudre végétale dans 100 ml de 1’eau distillée) sont
ajoutées quelques gouttes de solution FeClza 5% dans 1’éthanol. Une coloration brune verte

se développe, ce qui révele la présence des tanins
% Alcaloides

La poudre végétale (10 g) dans un erlen meyer de 250 ml+ 50 ml de H2SO4 dilué au 1/10
(50ml).Agitation et macération pendant 24 heures a la température ambiante du laboratoire.

Filtration sur papier lavé a 1’eau distillée de maniere a obtenir environ 50 ml de filtrat.

- Réactions de caractérisation

- 1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de MAYER ; s'il apparait un précipité c'est qu'on est en
présence d'alcaloides (Précipité blanc jaunatre)

- 1 ml de filtrat+ 5 gouttes de réactif de WAGNER ; s’il apparait un précipité brun c’est qu’on

est en présence d’alcaloides.
< Anthocyanes

Une infusion de 5 g de poudre végétale dans 100 ml de I’eau distillée bouillante pendant 15
minutes puis une filtration, 2 ml de filtrat sont ajoutées a 2 ml de ’HCI (2N) mélanger avec

quelque gouttes d’ammoniac, le test est négatif si aucune coloration ne se développe.
% Stérols et tri-terpenes

Macération de 5g de poudre végétale dans 1’éther a 5% pendant 24h ensuit évaporer a sec
puis ajouter 0,5 ml d’anhydride acétique, 0,5 ml de chloroforme et H,SO4; en cas de réaction

positive il se forme un anneau rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides.

«» Coumarines

1 g de matiere végétale dans un tube a essai recouvert par un papier filtre imbibé avec NaOH
dilué (10%) placé dans un bain marie bouillant pendant quelque minutes le papier filtre est

ensuite examiné sous UV. Une fluorescence jaune indique la présence des coumarines.
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% Saponosides

A 2 g de poudre végétale sont ajoutées 80 ml d’eau distillée, une ébullition pendant 5 min
puis filtration ; refroidit et agité vigoureusement pendant 2 minute on filtre I’extrait et
ensuite, la formation d’une mousse plus ou moins importantes indique la présence de

saponosides.
¢ Préparation de la solution DPPH et échantillons

La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 1 mg de DPPH dans 25 ml de
méthanol absolu. Un volume de 1,5 ml des solutions d’extraits a différentes concentrations
sont ajoutés a 0,5 ml d’une solution DPPH'.
La solution d’antioxydant de référence (acide ascorbique) est également préparée dans les
mémes conditions pour servir de témoin positif. Le témoin négatif est constitué uniquement
de DPPH et du méthanol. Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min jusqu’a
décoloration. Le dosage est réalisé par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm.
Le controle négatif est représenté par la solution méthanolique du DPPH.
Le controle positif est représenté par 1’acide ascorbique.
Le pourcentage d’inhibition (I%) du radical DPPH par les différents extraits de Ruta montana
est estimé selon 1’équation ci-dessous:
1% = [(Abs controle-Abs échantillon)/Abs controle] x100.
» Evaluation du potentiel anti-radicalaire par le calcul de I’ICs,
L’ICs0 (Concentration inhibitrice 50), appelée également ECso (Efficient concentration 50), est
la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Les ICso
sont calculés graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations des extraits testés (Torres et al., 2006).
Chaque test est réalisé en triplicata et les résultats sont représentés en moyenne + écart type.
% Le test FRAP
Pour le test de FRAP, nous avons suivi la technique de (Yildirim et al., 2001) qui consiste a
prélever 0,5 ml de I’extrait brut méthanolique (feuilles, graines) et alcaloidiques a différentes
concentrations et les mélanger avec 1.25 ml d’une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH=
6,6) et 1,25 ml d’une solution de ferricyanure de potassium Ki;Fe(CN)s a 1%. Le tout est
incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante. 1,25 ml d’acide
trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifugés a

3000 tr/min pendant 10 min. 1,25 ml du surnageant sont ajoutés a 1,25 ml d’eau distillée et
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250 pl d’une solution de chlorure de fer (FeCls) a 0,1%. La lecture des absorbances se fait par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 700nm. Des témoins de contrdle utilisant 1’acide
ascorbique sont inclus dans I’expérimentation.

% Milieu de culture
Les milieux de culture microbienne utilisés sont :
- La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.
- La gélose Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries aux différents extraits.
- PDA pour I’étude la sensibilité des champignons aux différents extraits
Les compositions des ces différents milieux de culture sont présentées dans le Tableau 1.

Tableau 1 : les milieux de culture utilis€s

Milieu de culture Composition Quantité

PDA Pomme de terre 4g
Glucose 20g
Agar 38¢g
L’eau distillée 1L

La gélose Mueller Hinton Mueller Hinton 20g
L’eau distillée 1L

R/

«» Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions
bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diametre) enrobés dans du papier

aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 25 minutes.
» L'inoculum

-a partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement (ayant au maximum
24h), racler a l'aide d'une anse de platine ou d'une pipette pasteur scellée, quelques colonies

bien isolées et parfaitement identiques.
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-décharger l'anse ou la pipette pasteur dans 5 ml d'eau physiologique stérile a 0,9 %.
bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc

Farland ou a une Do de 0,08 2 0,10 lue a 625 nm.

- ajuster l'inoculum, soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou 1'eau physiologique

stérile, s'il est trop fort.
-'ensemencement doit se faire en moins de 15 min apres la préparation de l'inoculum.
» L'ensemencement

-le milieu de culture utilisé est Muller — Hinton, qui est le milieu le plus employé pour les

tests de sensibilité aux agents antibactériens.

-tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination du

manipulateur et de la paillasse).

-l'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum.

-frotter 1'écouvillon sur la totalité de la surface gélosé€e, seche, de haut en bas, en stries
serrées.

-répéter 1'opération deux fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter 1'écouvillon sur lui-méme. Finir 'ensemencement en passant 1'écouvillon sur

la périphérie de la gélose.

-dans le cas de l'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut recharger I'écouvillon a

chaque fois.
» Préparation des disques

-Des disques de papier filtres stériles Whatmann de 6 millimetres de diametre sont imprégnés
de différentes solutions des extraits préalablement dissouts dans le diméthylsulfoxyde
(DMSO).

-A T’aide d’une pince stérile les disques sont déposés a la surface d’un milieu ensemencé

(étalé) par une suspension bactérienne.
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» Incubation et Lecture

Pendant 18 a 24 heures a 37°C, pour toutes les boites, et a température ambiante (température
de la chambre).

¢ Technique histologique

Apres la fixation des fragments (des foies, reins, cerveaux) dans le formol 10 % pendant 24
heures, ils sont placés dans des cassettes en plastique numérotées selon 1’échantillon déposé et
mis dans ’automate. Cet appareil est équipé par 6 bacs d’alcool (déshydratation), 3 bacs de
xyléne (nettoyage) et 2 bacs de paraffine (solidification), dans chaque bac les cassettes restent

une heure.

L’étape suivante est I’inclusion, qui consiste a enrober les fragments dans la paraffine
liquide (67° ¢) a I’aide des moules métalliques et apres refroidissement, on obtient des blocs
de paraffine. Puis les blocs sont dégrossés a 50 microns (enlever 1’exces de paraffine) et
coupés a 5 microns. Les coupes réalisées sont placées dans un bain d’alcool absolu et d’eau
(v/v) puis dans I’eau gélatineuse sur des lames numérotées préalablement. Les lames restent

une nuit dans I’étuve.

Pour la coloration, les lames sont lancées dans un appareil contenant 6 bacs de xylene
(déparaffinage), 4 bacs d’alcool (hydratation), 1 bac d’eau (rincage), 1 bac d’hématoxyline
(coloration des noyaux en bleue), 1 bac d’eau (rincage), 1 bac d’€osine (coloration du
cytoplasme en rose), 2 bacs d’eau (ringage), 3 bacs d’alcool (déshydratation) et 3 bacs de
xylene (I’éclaircissement). Dans chaque bac les lames restent 2 minutes.
Apres la coloration, la lamelle est fixée sur la lame par I’Eukit (montage), immergée
dans le xylene et séchée a 1’air. Enfin les lames sont prétes a la lecture par le microscope

optique.
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ABSTRACT

Ruta montana commonly called Fidjel is known as medicinal plant which has been used as emmenagogue, antispasmodic,
rubefiant and powder echarrotic in traditional Algeria medicine. Aim of the study: For the first time, this study evaluated
the lethal dose 50 and the potential toxicity of alkaloid extract from aerial parts of Ruta montana after acute administration
in male mice. Materials and methods: Lethal dose 50 of total alkaloid extract of Ruta montana was determined using
Litchfield and Wilcoxon method, mice were received the alkaloid extract at doses of 100, 200, 300, 400, 500 and 600
mg/kg (n=8/group) by intra-peritoneal route. Abnormal behavior, toxic symptom, and death were observed for 14
consecutive days. In acute toxicity a single intra-peritoneal administration of total alkaloid extracted from aerial parts of
Ruta montana at 129.68 mg/kg (1/3 LDsg). Body weight, biochemical and hematological parameters were recorded.
Histopathological examination of liver and kidney were assessed.

Keywords: Ruta montana, total alkaloids, mice, acute toxicity, hematological and biochemical parameters.

INTRODUCTION

Medicinal plants were one of the only sources of cure for
many diseases, including more than 80 per cent of the
population of the countries in the process of development
and almost exclusively used in traditional medicine for
their primary health needs. In addition, around 25% of the
prescriptions worldwide are herbal®.
Algeria has a vegetable flora rich and diversified, among
the medicinal plants that constitute the vegetal cover, is the
genus Ruta belongs to the family Rurtaceae, this last is
widely distributed especially in the mountainous regions.
Many species of this type are used in traditional medicine
because they contain several molecules endowed with
therapeutic activities; among the most well-known species
are Ruta montana, commonly called Fidjel; Plant with
yellow flowers, strong odor, ornamental, aromatic, known
for its richness in secondary metabolites. Phytochemical
studies indicate the presence of various compounds:
essential oils (aliphatic ketones)®, coumarins (rutarin,
furanocoumarins:  psoralen, bergapten, xantotoxin)
Furoquinolines and acridone derivatives)?*, flavonoids
(rutoside) and tannins?®. This plant widely used as a
medicinal plant for its abortifacient and anti-fertility
properties®®, antispasmodic, analgesic, antirheumatic,
emmenagogue and antiparasitic®.
However, the use of plants as a remedy does not mean that
they are always beneficial to human health, and following
the observations of Masri et al., 2015 of a case of acute
poisoning by Ruta montana where the toxicological

analysis of the urine shows a strong presence of alkaloids,
starting from theirs works, we try to evaluate the lethal
dose 50 and the acute toxicity of the total alkaloids from
the aerial parts of Ruta montana in male mice.

MATERIALS AND METHODS

Plant collection and identification

The aerial parts of Ruta montana was collected from Beni-
Aziz region in North Setif (East Algeria), in the end of
August, were identified by a botanist, Dr Kirouani Abd Al
Razak, Department of Biology, Mohammed Al Bachir Al
Ibrahimi University of Bordj Bou Arreridj, Algeria. The
aerial parts were dried in air at room temperature and
stored until use (See Fig. 1).

Extraction of totals alkaloids

50 g of air dried powdered of aerial parts was defatted with
200 ml of petroleum ether under reflux, and then the
powder were witted with 40 ml of NH4OH (0.5N) for 24 h,
and were extracted to exhaustion with CHCI; using a
soxhlet apparatus for 5 h. The organic extract (containing
free alkaloids with lipophilic impurities) is then shaken
three times with 150 ml aqueous sulphuric acid (0.5N).
The acid extracts (alkaloids salts) are treated three times
with 50 ml NH4OH.(0.5N) to pH 9 to liberate the free
alkaloids which are separated by extraction with 150 ml
CHCl, and then dried with Na,SO4 and concentrated to
dryness under reduced pressure to obtain crude alkaloids®.
The yield of this extract was approximately 0.27 + 0.02%
(W/iw).

*Author for Correspondence: ryme87@yahoo.fr
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Experimental animals

Male Swiss albino mice of weights 22-32g, they were
purchased from the Pasteur Institute in Algiers, were used
to evaluate the lethal dose50, for acute studies. The mice
were housed in hanging transparent plastic cages (55 x 33
% 19 c¢m) in the animal room. The animals were fed with a
standard pellet and tap water ad libitium. The animals are
acclimated to the conditions of the animal room for two
weeks prior to the experiments.

Determination of LDsg

Six groups of height mice each were used. The mice were
given alkaloid extract of Ruta montana through intra-
peritoneal route at doses of 100, 200, 300, 400, 500 and
600 mg/kg body weight in each group. The extract was
administered once and the treated animals are closely
observed during the first 24 hour (every hour) and then
daily for two weeks and changes in appearance and
behavior are noted. The median lethal dose (LDso) was
calculated according to the Lichtfield and Wilcoxon
method in 1949.

Acute toxicity
Two groups of 12 Swiss albino mice were given single
dose of 129.68 mg/kg (1/3 DLso) body weight of alkaloids
by intra-peritoneal route. The control group (12 mice)
received saline water with few drops of methanol at the
same volume. Animals were observed and recorded
systematically 1, 2, 3, 4, 5, and 6 h and daily after test
substance administration. The visual observations
included changes in skin and fur (hair), eyes and mucous
membranes, and also respiratory, circulatory, autonomic
and central nervous system. The first group was sacrificed
after 24 h of treatment; and the second group after 5 days
7

Blood samples were collected by cardiac puncture for the
measurement of hematological (EDTA-coated tubes) and
biochemical (Heparine tubes) parameters. Organs such as
heart, liver, kidneys, spleen, testes, brain and lungs were
excised. The organs were then weighed, and the relative
weight of each organ was calculated and compared with
the value of the control.

Blood analysis

The hematological components including white blood cell
(WBC), red blood cell (RBC), hematocrit (HCT),
hemoglobin (HGB), mean corpuscular hemoglobin
(MCH), mean corpuscular volume (MCV), mean

corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), platelet
(PLT) were determined using the automated hematologic
analyzer (Medonic).

Heparine tubes containing collected blood were
centrifuged at 2000 rpm at 5 °C for 15 min to obtain the
serum, for the measurement of biochemical parameters in
including alkaline  phosphatase  (ALP), alanine
transaminase (ALAT) aspartate transaminase (ASAT),
urea (UREA) and creatinine (CREA), all these parameters
were evaluated using commercial Kits- Advia chemistry
and were determined using a fully automatic biochemistry
analyzer (Advia 1008).

Histopathological analysis

The liver, kidneys and brain were removed and fixed in
10% neutral formalin. The histological sections (5 um) of
the liver, kidney and brain tissues were assessed by
haematoxylin and eosin (H and E) for evaluation through
light microscopy.

Statistical analysis

Statistical comparisons between groups of acute toxicity
were determined by one way analysis of variance ANOVA
followed by the Dunnet’s test. Data are expressed as the
meanz standard error mean (SEM). Differences were
considered significant at P<0.05.

RESULTS

Lethal Dose 50

The intra-peritoneal administration of total alkaloids
extract of aerial parts of Ruta montana characterized by
severe clinical symptoms, including decrease in
locomotors activity with paralysis of the hind legs,
cyanosis and tachycardia. Though there were deaths 15th
minute to 24 hours; however, the animals which survived
exhibited a normal behavior, similar to the animals of the
control group. The toxicity was observed to be a dose-
dependent phenomenon. The LDsg value of the extracts
was calculated to be 389.04 mg/kg (See Tab. 1, Fig. 2).
n= 4, so theoretical y2=9.49 therefore experimental
¥2< theoretical y2.

LDis = 226.46 mg/kg, LDso= 389.04 mg/kg, LDss=
512.86 mg/kg

Acute toxicity

In acute toxicity studies, the intra-peritoneal
administration in Swiss albino mice of single dose of
129.68 mg/kg body weight of alkaloid extract showed no
mortality or abnormal behavior. As compared to control
group, no biological significant effects of total alkaloids
extract were noted on body weight gain (See Tab. 2) In
addition, no significant pathological changes in the colors
and textures of vital organs, including the liver, kidney,
brain, heart, lung, spleen and testes were observed via
macroscopic examination, but statistically there were
significant decrease in the relative weight of the lungs of
the mice sacrificed after 24h and 5 days with also
significant decrease in the relative weight of liver of the
mice sacrificed after 5 days as showed in Table 3.

The haematological parameters of the mice treated with
total alkaloid extract are presented in Table 4.There was a
statistically no significant change in the values of
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Table 1: Calculus of median lethal dose of total alkaloids extracted from Ruta montana using Lichtfield and Wilcoxon

method.
Dose N° of Logdose Observation Attend Difference o2
mg/kg death/exp effect effect %
Probit % Probit %
100 0/8 2 2.99 2.2 3.50 6.6 4.4 0.03
200 1/8 2.301 3.85 12.5 3.72 10.1 2.4 0.0058
300 2/8 2.477 4.33 25 4.49 30.5 5.5 0.014
400 4/8 2.602 5.00 50 5.07 52.7 2.7 0.0029
500 6/8 2.698 5.67 75 5.50 69.2 5.8 0.016
600 8/8 2.778 6.59 94.2 5.89 81.3 12.9 0.1
Yx2= 0.1687, theoretical value of %2 for P=0.05 correspond to n[Number of degrees of freedom = K (Number of doses)
-2].
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Figure 2: Curve characterizing the dose-response relationship for the determination of lethal parameters in male mice
treated by simple application with the total alkaloids of Ruta montana (LDsy= 389.04mg/Kkg).

Table 2: Body weights of male mice treated with 129.68
mg/kg of total alkaloids extract from aerial parts of Ruta
montana. Values are mean + SEM.

Body weight (g)
Groups 1st Day 5th Day Difference
1 30 £2.062
2 30.28+2.036  32.45+1.054 2.1+ 0.352
Control  30+0.597 32+1.658 1.9+ 0.213

haematological parameters of treated groups when
compared with control group. Biochemical analyses of the
blood samples showed that the parameters, including
ALAT, ASAT, and ALP, which indices of liver function
did not show significant differences (See Fig. 3). As
showed Figure 4, there were no changes in Urea and
Creatinine.

DISCUSSION

Ruta montana has been used in traditional medicine
against stomach ailment, respiratory and liver diseases?®,
in digestive disorders and helminthiasis, it’s traditionally
known for its abortive and aphrodisiac effects®*,
emmenagogue®® , as disinfectant; antipyretic and pest-
destroying®. In fact, their therapeutic properties are due to
the presence of thousands of secondary metabolites in
particular essential oils and alkaloids?. However, no study
dealing with the safety assessment of this popular food and
medicinal plant is reported. Therefore, the acute
intraperitonial toxicity of the total alkaloids extract of the
aerial parts of Ruta montana was carried out in order to
evaluate its safety.
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Table 3: Relative organ weights of male mice treated with 129.68 mg/kg of total alkaloids extract from aerial parts of

Ruta montana. Values are mean = SEM.

Liver Kidney  Lungs Heart Brain Spleen  Testis

Control  0.0464+0.0019  0.0122+ 0.0074+0.0002 0.0054+ 0.0129+0.0001 0.0054+ 0.0074+0.0002

0.0008 0.0001 0.0003

Group  0.0493+0.0037  0.0135+ 0.0066+0.0001* 0.0048+ 0.0137+0.0001 0.0051+ 0.0068+0.0004

1st day 0.0011 0.0001 0.0003

Group  0.0255+0.0069* 0.0129+ 0.0061+0.0001*** 0.0116+ 0.0135+0.0049 0.0067+ 0.0064+0.0004

5th day 0.0005 0.0063 0.0007

Table 4: Haematological values mice treated with total alkaloids extract of Ruta montana (129.68mg/kg).Values are

mean = SEM.

Teste RBC MCV RDW HCT PLT MPV WBCy, HGB MCH MCHC
106/mm3 ng % % 103/mm1/I llm?’ 3/mm3 g/dL pg

Groups

Control  7.66 42.75 20.83 32.75 471 8.733 8.1 11.22 14.98 35.12
+ + + + + + + + + +
0.5187 0.6756  1.791 2.293 77.82 1.571 1.038 0.3177 0.9864 2.371

Group 7.863 42.25 19.52 33.45 443.2 7.217 12.18 15.68 37.42

Istday + + + + + + 8.083 =+ + +
0.6623 1.215 0.6457 3.487 59.85 0.4743 + 0.6814 0.6058 2.259

0.6188

Group 5 7.225 42.73 19.85 30.90 582.3 6.583 11.10 10.73 14.90 34.97

th day + + + + + + + + + +
0.3034 0.7775 0.4264 1.442 33.67 04175 1.424 0.2777 0.4740 1.393

In this study we determined the lethal dose 50 and we
tested the acute toxicity of the total alkaloids extract from
aerial parts of Ruta montana in male mice.

The LDsp value, defined as the statistically derived dose
that, when administered in an acute toxicity test, is
expected to cause death in 50% of the treated animals in a
given period, is currently the basis or toxicologic
classification of chemicals. When oral administration is
combined with parenteral, information on the
bioavailability of the tested compound is obtained?®®.

The median lethal dose determined by intraperitoneal
administration of total alkaloid extract from aerial parts of
Ruta montana was 389.04 mg/kg and according to the
classification of Hodge and Sterner®!, chemical substances
with a LDsy between 50 and 500 mg/kg body weight
determined after a single doses in mice is considered as
moderately toxic product.

An acute toxicity test can give more information about the
biologic properties of a chemical compound than any other
single test® so in the acute toxicity study, the alkaloid
extract was administered by intra-peritoneal route at doses
of 129.68 mg/kg (1/3 LDsp) body weight to both groups of
mice. The acute treatment for 1 and 5 days indicated that
Ruta montana alkaloid extract on intra-peritoneal route
with the doses 129.68 mg/kg body weight did not produce
any sign of toxicity or death in both groups of mice.

Since changes in body weight have been used as an
indicator of adverse effects of drugs and chemicals, organ
weights have been used as sensitive indicator to evaluate
the toxic effects of drugs in toxicological studies®’. In this
study Ruta montana had no effect on the body weight of
male mice. While Organ weight is one of the most
sensitive drug toxicity indicators, and it changes often

precede morphological changes®* and can be used to
indicate organ swelling, atrophy or hypertrophy8, in this
study a significant changes were observed in the relative
organ weight of lungs (after 24h and 5 days) and liver (after
5 days) were significantly decreased, therefore the
decrease in the liver-body weight ratios in groups receiving
the extract may be attributed to atrophy.

Hematological and biochemical parameters are the main
diagnostic criteria in clinical practice. The values of some
hematological and biochemical parameters indicate the
adverse effects of drugs on organs or systems. The
haematopoietic system is one of the most sensitive targets
for toxic chemicals and an important index of
physiological and pathological status in humans and
animals®. In this study, no significant differences were
found in some hematological parameters at the end of the
treatment as compared with control group. Thus, the
results suggested that the total alkaloid administrated by
intra-peritoneal route at 129.68 mg/kg has no influence on
the system of blood in male mice.

Alkaline phosphatases are often used to assess the integrity
of plasma membrane and endoplasmic reticulum®. ALAT
is a sensitive and specific marker of hepatocellular affect
is exclusively present in the cytoplasm of hepatocytes and
released into the circulation after cellular damage*223,
ASAT is less sensitive and less specific than ALAT for the
liver; it is also finds in other organs, especially in the
skeletal muscles, heart muscle and brain while PAL, this
enzyme is found especially in the liver and bones®.
Generally, any damage to the parenchymal liver cells
results in elevations of both transaminases in the blood?.
Therefore, no changes in ASAT and ALP activities but
there are a considerable change in ALAT on first day and
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Figure 3: Effect of administration of total alkaloid extract of Ruta montana (129.68 mg/kg) on some biochemical
parameters of liver function in male mice in acute toxicity study. Values are mean = SEM.
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Figure 4: Effect of administration of total alkaloid extract of Ruta montana (129.68 mg/kg) on some biochemical
parameters of kidney function in male mice in acute toxicity study. Values are mean £ SEM.

recovers on the 5th day, as known ALT is considered the
most liver-specific enzyme because it is present in higher
quantities in hepatocyte cytosol. Therefore, its presence in
the serum is considered a marker of hepatocellular
Necrosis.

The kidneys regulate the excretion of urea and
reabsorption of electrolytes into the blood. When there is a
compromise of normal glomerular function, substances
normally cleared by the kidneys such as urea and
creatinine accumulate in the biological®. This study
showed no significant difference between treated group by
total alkaloids of Ruta montana and control group, this
results suggest that Ruta montana extract did not alter the
renal function.

However, the results of acute study showed no adverse
effects on the usual markers of liver and kidney toxicity
(ASAT, ALAT, ALP, Urea and Creatinine). It may be
concluded that the alkaloid extracts of Ruta montana aerial
parts did not induce significant damage to these organs.
The liver and kidney are sensitive organs, and their
functions are known to be affected by a number of factors,
such as drugs, including plant phytochemicals, ultimately
leading to renal failure and liver toxicity.

The histopathological observation of the principal vital
organs of the treated mice compared with control group
revealed that there were no pathological changes in the
kidney these confirmed by no changes in creatinine and
urea so the activity and the morphology of kidney didn’t
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Figure 5: Histology of the kidney (HEx10); A: Control group and treated mice with total alkaloid extract of Ruta
montana at the oie_: Pf 129. 68 mg/kg (1/3 LDso) (B: After 24 hour and C: After 5 days)
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Figure 6: Histology of the liver (HEx10); A: Control group and treated mice with total alkaloids extract of Ruta
montana at the dose of 129. 68 mg/kg (1/3 LDsg) (B: After 24 hour and C: After 5 days). GG: Ground glass
appearance of the hepatocytes, Cn: Sinusoidal and Portal congestion.

altered after the intraperitonial administration of total
alkaloids of Ruta montana. Although changes in the liver
morphology characterized by the presence of ground glass
appearance in hepatocytes after 24h, sinusoidal and portal
congestion after 5 days with decrease in relative weight of
liver, while the results of serum analysis showed no
changes in ALAT, ASAT and ALP, that may be due to the
administration of total alkaloids into organism, they may
reflect the deregulation of the process of absorption of a
normal substance.

CONCLUSION

In conclusion, the total alkaloids extracted from the aerial
parts of Ruta montana were classified as moderately toxic,
then the acute toxicity study with intra-peritoneal
administration of Ruta montana alkaloids at dose of
129.68 mg/kg may not exert severe toxic effects. However,
the safety of Ruta montana in humans needs further
investigation and toxicological data should be collected
and confirmed over repeated long term studies.
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Résumé

Ruta montana communément appelé Fidjel est connue comme plante médicinale, utilisée dans la médecine traditionnelle Algérienne comme emménagogue,
antispasmodique et rubéfiant. Le screening phytochimique nous a permit de confirmer la présence des alcaloides, des coumarines, des tanins, des stérols et des triterpénes
et I’absence des saponosides et des anthocyanes. Les différents extraits de Ruta montana ont été testés pour leur activité antioxydante, antibacérienne et antifongique.
L’évaluation du pouvoir antioxydant par deux méthodes (piégeage de DPPH' et FRAP) a révélé in vitro des capacités antioxydantes chez tous les extraits, cependant les
résultats des tests antibactériens obtenus ont mis en évidence des zones d’inhibition de diameétres dépassant 18 mm, pour les quatre souches bactériennes (B. cereus, S.
aureus, S. typhimurium et E. coli) concernant toutes les extraits étudiées, suggérant une forte sensibilité des bactéries aux extrais testés. L’étude de I’effet antifongique des
différents extraits a montré une spécificité trés marquée pour le champignon Aspergillus niger plus que le champignon Fusarium oxysporum aussi bien pour les graines et
les feuilles que pour les alcaloides totaux. Une étude est effectué pour évaluation de la toxicité aigue et subaigiie des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta
montana sur des souris Swiss albinos de sexe male et femelle. Les différentes méthodes de calcule et graphique nous a permis de déterminer la DLs, chez les souris males
et femelles, qui est estimée a 372, 6 + 13,7 mg/kg et 217 £ 8, 3 mg/kg respectivement. La toxicité aigue est évaluée par I’administration de la dose 129, 68 mg/kg et 75, 23
mg/kg (1/3 de la DLsg) chez les souris males et femelles respectivement par voie intrapéritonial et par simple application a permis d’enregistrer chez les souris males une
diminution significative de la masse relative des poumons aprés 24h et 5°™ jour et du foie aprés le 5™ jour. Chez les souris femelles, nous avons constaté une diminution
des poumons et une augmentation du foie significative aprés 24h. Les parametres sériques (ASAT, ALAT, PAL, Urée et Créatinine) n’ont connu aucun changement
significatif chez les souris males et femelles. Les parametres sanguins (GB, CCMH, LYM et GRA) ont connu une augmentation significative et une diminution du VGM
apres 24h chez les souris femelles, alors rien n’a été enregistré dans les parametres hématologiques des souris males. L’étude de la toxicité subaigiie chez les souris males
et femelles traitées par des alcaloides totaux de Ruta montana avec les doses de 19,425 mg/kg et 11,28 mg/kg (1/20 de la DLs) respectivement pendant 28 jours, a montré
une augmentation significative dans la masse relative des testicules chez les souris males et de la rate chez femelles avec une diminution de la masse du foie chez les souris
males. Aucun changement significatif dans les valeurs de I’urée, créatinine et des transaminases hépatiques (ASAT et ALAT et PAL) du sérum des souris males, cependant
on a enregistré une diminution significative de la phosphatase alcaline dans le sérum des souris femelles, une augmentation significative des globules rouge chez les souris
males et des granulocytes chez les souris femelles. Des congestions rénales et hépatiques avec des cedémes cérébraux sont observées sur les coupes histologiques des reins,
du foie et du cerveau des souris males et femelles.

Mots clés : Ruta montana, alcaloides totaux, DLs, toxicité aigiie, toxicité subaigiie, souris.
Abstract

Ruta montana commonly known as Fidje is known as a medicinal plant, used in traditional Algerian medicine as an emmenagogue, antispasmodic and rubefacient.
Phytochemical screening allowed us to confirm the presence of alkaloids, coumarins, tanins, sterols and triterpenes and the absence of saponosides and anthocyanins. The
various extracts of Ruta montana were tested for their antioxidant, antibacterial and antifungal activity. The evaluation of the antioxidant capacity by two methods (DPPH
and FRAP) revealed in vitro an antioxidant capacities in all extracts, however the results of the antibacterial tests obtained showed zones of inhibition with diameters
exceeding 18 mm for the four bacterial strains (B. cereus, S. aureus, S. typhimurium and E. coli) for all extracts studied, suggesting a high sensitivity of the bacteria to the
extracts tested. The study of the antifungal effect of the various extracts showed a very marked specificity for the fungus Aspergillus niger more than the fungus Fusarium
oxysporum as well for the seeds and the leaves as for the total alkaloids. A study is carried out to evaluate the acute and subacute toxicity of total alkaloids from the aerial
parts of Ruta montana in male and female Swiss albinos mice. The different calculation and graphing methods allowed us to determine the LDs, in male and female mice,
which is estimated at 372.6 + 13.7 mg/kg and 217 + 8.3 mg/kg respectively. The acute toxicity is evaluated by the administration of the dose 129.68 mg/kg and 75.23 mg/kg
(173 of the LDs) in the male and female mice respectively intraperitoneally and by simple application allowed in male mice to a significant decrease in the relative mass of
the lungs after 24 and 5" day and in liver after 5" day in male mice however, in female mice we found a significant decrease in lungs and significant increase in liver after
24h. Serum parameters (ASAT, ALT, PAL, Urea and Creatinine) did not change significantly in male and female mice. The blood parameters (GB, MCHC, LYM and
GRA) showed a significant increase and a significant decrease in VGM after 24h in female mice, whereas no thing was recorded in the hematological parameters of the
male mice. The subacute toxicity study in male and female mice treated with total alkaloids of Ruta montana with doses of 19.425 mg/kg and 11.28 mg/kg (1/20 of the
LDs) respectively for 28 days, showed a significant increase in the relative mass of testes in male mice and spleen in female mice with a decrease in liver mass in male
mice, no significant change in urea, creatinine and liver transaminase values (ASAT and ALAT and PAL) in serum from male mice, however there was a significant
decrease in serum alkaline phosphatase in female mice, a significant increase in red blood cells in male mice and granulocytes in female mice. Renal and hepatic
congestions with cerebral edema are observed on histological sections of the kidneys, liver and brain of male and female mice.

Keywords : Ruta montana L, total alkaloids, LDsy, acute toxicity, subacute toxicity, mices.
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