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Résumé



Peganum harmala L. est une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle dans
divers pays et en particulier en Algérie. La présente étude visait a realisé un screening
phytochimique préliminaire et d'évaluer 1’activité antioxydante (par DPPH et FRAP tests),
activité antibactérienne et antifongique de I'extrait brut des feuilles (EBF), extrait brut des
graines (EBG) et I'extrait des alcaloides totaux des graines (EAT), ainsi que I’effet toxique,
aigu et subaigu, exercé par I’administration intrapéritonéale des alcaloides totaux des graines
sur des souris blanches Mus musculus de deux sexes. L’analyse qualitative des extraits bruts
par chromatographie sur couche mince a révélé la présence de plusieurs spots correspond aux
différents métabolites, de plus la CCM des alcaloides totaux nous permis de séparer plusieurs
spots correspond probablement aux alcaloides B carbolines. Le screening phytochimique a
indiqué la présence des alcaloides, des tannins, des stérols et stéroides, des coumarines, des
anthocyanines et les saponines. Le test de DPPH révele des activités antioxydantes
significatives des extraits (brut et alcaloidique). Un fort pouvoir de piégeage a été observé
avec ’EBG ICs (35.83u /ml £ 0.13). La capacité de réduction de fer est remarquable pour
tous les extraits. Cependant ces activités sont faibles en comparaison avec 1’acide ascorbique.
L’activité antibactérienne et antifongique montre I’efficacité de tous les extraits contre toutes
les souches bactériennes et mycéliennes testées. La DL s (363,07 et 377,57 mg/kg) des
alcaloides totaux des graines de Peganum harmala sur des souris males et femelles a permis
de classer cette plante comme modérément toxique . L’étude de la toxicité aigue et subaigué a
révélée la perturbation de la masse relative des organes des souris traitées avec une
altération de quelques parameétres hématologiques (CCMH, MCH) et biochimiques (PAL,
AST, ALT, Urée), ainsi que des altérations rénales (congestion sanguine) et hépatiques
(surcharge hépatocytaires, congestion sanguine) surtout chez les souris femelles. En
conclusion, cette plante possede un fort pouvoir pharmacologique due a sa richesse en
métabolites secondaires. Cependant son utilisation a des fins thérapeutiques n'est pas

dépourvue de danger et expose au risque de surdosage et d’intoxication.

Mots clés: Peganum harmala L, étude phytochimique, alcaloides, activité antioxydante,

activité antibactérienne, toxicité aigue et subaige.

Abstract



Peganum harmala L. is a plant widely used in traditional medicine in various countries
especially in Algeria. The aim of this study was to carry out a preliminary phytochemical
screening and to evaluate the antioxidant activity (by DPPH and FRAP assays), the
antibacterial and antifungal activities of the crude leaf extract (CLE), crude seeds extract
(CSE) and alkaloid seeds extract (ASE), as well as the acute and subacute toxic effect exerted
by the intraperitoneal administration of alkaloids in mice (Mus Musculus) of both sexes. The
qualitative analysis of the crude extracts by thin-layer chromatography (TLC) revealed the
presence of several spots corresponding to different metabolites, in addition the TLC of total
alkaloid extract allowed us to separate several spots corresponding probably to p-carbolines
alkaloids. Phytochemical screening indicated the presence of alkaloids, tannins, sterols and
steroids, coumarins, anthocyanins and saponins. The studied extracts (crude and alkaloid)
showed good antioxidant activity in DPPH assay. The CSE revealed highest scavenging
activity (ICso (35.83u / ml + 0.13). The capacity of reducing power is remarkable for all
extracts. However these activities are lowers in comparaison with ascorbic acid. The
antibacterial and antifungal activities showed the efficiency of all extracts for all bacterial and
mycelia tested. LD 5o (363.07 and 377.57 mg / kg) of total alkaloids seeds of Peganum
harmala in male and female mice classified this plant as moderately toxic. The study of acute
and subacute toxicity revealed disruption in the relative weight of few organs with alterations
of hematological (HCM, MCH) and biochemical parameters (PAL, AST, ALT, Urea), as well
as renal (blood congestion) and liver (ground glass appearance of hepatocyte and blood
congestion) alterations especially in female mice. In conclusion, this plant has a strong
pharmacological power due its secondary metabolite. However its use for therapeutic
purposes is not without danger and exposes the risk of overdose and intoxication.

Key words: Peganum harmala L., phytochemical study, alkaloids, antioxidant activity,

antibacterial activity, acute and subacute toxicity.
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Introduction générale

Depuis longtemps, ’homme s’est soigné avec les plantes qu’il avait a sa disposition. A travers
les siécles, les traditions humaines ont développé la connaissance et 1’utilisation des plantes

médicinales pour améliorer la santé humaine (Iserin, 2001).

L’Afrique du Nord posséde 1’'une des plus anciennes et plus riches traditions associées a
I’'usage des plantes médicinales ou elles sont trés importantes pour les habitants dans
beaucoup d’endroits. L’ Algérie est une plate-forme geéographique treés importante qui mérite
d’étre explorée dans le domaine de la recherche de molécules ayant des propriétés
pharmacologiques originaires de plantes qui ont pour longtemps servi a une grande tranche de

population comme moyen incontournable de médication.

Un regain d'intérét envers la phytothérapie durant ces derniéres années a permis d'approfondir
I'analyse de son efficacité thérapeutique et surtout de son aspect toxicologique (De Smet,
1993). Ce dernier aspect reste en retrait par rapport a I'avancement de la phytothérapie. En
effet, plusieurs études réalisées sur les traitements traditionnels a base de plantes ont fait état
de probléeme de toxicité ou d'interaction pouvant causer des échecs thérapeutiques ou des

accidents (Hmamouchi, 1998).

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés de faire une étude sur la plante Peganum
harmala L, appartenant a la famille des Zygophyllaceae généralement connu sous le nom de
harmel est considérée parmi I’une des plantes médicinales les plus célebres dans la médecine
traditionnelle (Boullard, 2001). Ses effets thérapeutiques sont due a la richesse de cette plante
en des composés pharmacologiquement actifs surtout les alcaloides de type P carbolines
(Harmaline, Harmine, harmalol, Harmol) .Bien qu’ils possédent des propriétés
pharmacologiques intéressantes, il est noter que ces  molécules provoquent des
d’intoxications graves chez I’homme et I’animale.

L'objectif de notre travail est de démontrer la richesse de notre plante en métabolites
secondaires et a déterminer leurs propriétés pharmacologiques et toxiques. Pour cela, dans
cette étude nous allons en premier temps présenter quelques connaissances dans la partie
bibliographique sur: Les caractéristiques botaniques de la plante étudiée, leurs compositions
chimiques, le stress oxydatif, les antibiotiques, antifongiques.

La partie expérimentale englobe trois aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique basé

principalement sur la caractérisation par screening phytochimique des différents métabolites

)
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secondaires. Il porte également sur le diagnostic et la séparation des principaux alcaloides par

’utilisation de la technique chromatographique.

Le second aspect est consacré a une évaluation de I'activité antioxydante des différents types
des extraits de la plante en utilisant deux méthodes différentes qui sont le test de DPPH et le
pouvoir réducteur FRAP. Des tests antibactérien et antifongique sont également réalisés afin

de déterminer I'efficacité de ces extraits contre quelques souches bactériennes et fongiques.

Le troisieme aspect consiste a etudier la toxicité des alcaloides totaux des graines de Peganum
harmala sur des souris blanches Mus musculus de deux sexes et d’évaluer ses effets sur
quelques parametres hématologiques et biochimiques lies a la structure et la fonction rénale et
hépatique dans les conditions de la toxicité aiglie et subaigue.

.
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I.1. Présentation de la plante Peganum harmala

1.1.1 Généralités

Peganum harmala L., plante de la famille des Zygophyllaceae, les plantes appartenant a cette
famille, sont trés reconnaissables a I’aspect de ses herbes, arbustes, ou arbres. Dans la
classification de Sheahan et Chase, (1996) constituent une famille avec environ 285 espéces,
qui se subdivisent en cing sous-familles et 27 genres. Elles sont largement distribuées dans les
régions arides, semi-arides, les terrains salés, et les paturages désertiques (Tahrouch et al,
1998 ; Asgarpanah et Ramezanloo, 2012). Le genre Peganum tient son nom du grec et est
attribué aux espéces de la rue, alors que le nom de ’espéce harmala dérive de celui de la ville
Libanaise Hermel (Mars, 2009).

I.1.2 Caractéristiques botaniques

Plante herbacée vivace, a tiges ordinairement peu rameuses, de 30 a 90 cm de haut, a

entrenceuds assez courts, densément feuillés.

+ Les tiges dressées, trés rameuses, qui disparaissent a I'hiver, portent des feuilles
alternes, découpées en laniéres étroites. A leur extrémité, s'épanouissent les fleurs
solitaires, assez grandes (25 a 30 mm) (Figurel).

+ Les feuilles : sont allongées et irréguliérement divisées en multiples lanieres tres fines
pouvant atteindre 5x5 cm. Les feuilles supérieures ne dépassent pas 1,5 mm de
largeur (Figurel).

+ Les fleurs: La plante présente des fleurs assez grandes (25 a 30 mm), d'un blanc-
jaunatre veinées de vert avec cing sépales inégaux persistants qui dépassent la corolle
et des pétales creme lavés de rose-orangé a nervures jaunes, oblongs et subsymétriques
(Figurel). Elles sont monoiques dotées de dix a quinze étamines a antheres longues
de 8 mm a filets tres élargis et plat dans leur partie inférieure, et a gynécée de 8-9 mm
de longueur; des ovaires globuleux de trois a quatre loges et des stigmates a 3 carenes
insensiblement atténués en style (Chopra et al., 1960 ; Maire, 1933; Ozanda, 1991).

-
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Figure 1: Les fleurs et feuilles de la plante Peganum harmala (Weckesser, 2013).

+ Les fruits sont des petites capsules sphériques avec trois chambres de 6 a 10
millimétres de diameétre qui se tient droit sur sa tige et déprimées au sommet. (Yousefi
et al., 2009). Les capsules contiennent plus de 50 petites graines triangulaires (Asghari
et al, 2004 ; Moloudizargari et al., 2013) (Figure 2).

%+ Les graines nombreuses, petites, anguleuses, subtriangulaires, de couleur marron
foncé, dont le tégument externe est réticulé, ont une saveur amere (Figure2) (Chopra
et al., 1960).

Figure 2 : Les fruits et les graines de la plante Peganum harmala (Weckesser, 2013).

<+ La racine est oblongue, dure et garnie de fibres. Elle peut atteindre plus de 3m de
profondeur (Quézel et Santa, 1963). De nouvelles pousses peuvent se développer a
partir des racines latérales (Roche, 1991 ; Parsons et Cuthbertson, 1992).
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1.1.3 Classification botanique

Bien qu'il appartienne a la famille des Zygophyllaceae mais sa position taxonomique est
encore discutable et on a propose une famille séparée Nitrariaceae pour ce genre (Shehan et
chasse, 1996).

Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Zygophyllaceae
Genre Peganum
Espece Peganum harmala L (Ozenda, 1991)
1.1.4 Nomenclature et appellation
Nom latin: Peganum harmala
Nom commun: Rue sauvage; Rue verte; Pégane (Lamchouri et al., 2000).
Nom vernaculaire :

Harmel; Armel; L harmel (L'Afrique du Nord) (Mahmoudian et al ., 2002).

Pégane et Rue sauvage (en France) (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012)

o Harmel Sahari (en Algérie)

o Bender tiffin (en Maroc) (Achour et al., 2012).

e Bizr el harmel (en Egypte) (Arab, 2000)

o Espand, Espand (Iran ) (Mina et al., 2015).

e African Rue, Mexican Rue ou Turkish Rue (Etats-Unis) (Mahmoudian et al., 2002).

o yuzerlik or tizerli (en Turquie) (Frison et al ., 2008).
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1.1.5 Reépartition géographique

Cette plante est largement distribuée a travers le monde. Elle est particulierement répandue
dans les zones arides et séches méditerranéennes dans les sols sableux et légérement nitrés
(Iserin, 2001).

v En Europe, elle est tres commune dans les zones séches, de I'Espagne a la Hongrie
jusgu'aux steppes de la Russie meridionale.

v En Asieg, elle est répandue dans les steppes de I'lran et du Turkestan jusqu'au Tibet.

<\

Aux Etats-Unis, on la trouve en Arizona et au Texas ou on la nomme « Mexican rue ».
v En Afrique, elle est, particulierement, abondante dans les zones arides
méditerranéennes du Moyen-Orient au Nord de [I'Afrique (Tunisie, Sahara
septentrional et central en altitude, Hauts-Plateaux algériens et Oranie, Maroc oriental)
(Hammiche et al., 2013).

v' En Algérie, Peganum harmala L est commune aux hauts plateaux, au Sahara
septentrional et méridional, et aux montagnes du Sahara central. Il est réputé pour les
terrains sableux, dans les lits d'oued et a l'intérieur des agglomérations (Ozenda,
1991).

1.1.6 Utilisation traditionnelle
La plante présente un intérét en médecine traditionnelle ou les graines sont depuis longtemps
utilisées : elles sont narcotiques, antihelminthiques, antispasmodiques et utilisées dans

certains cas contre les rhumatismes et I'asthme (Siddiqui et al., 1988 ; Bellakhdar,1997).

La plante est proverbiale dans la médecine traditionnelle depuis les périodes les plus courtes
comme remede pour un éventail de plaintes (Shi et al., 2000).Un colorant rouge obtenu a
partir de ses graines est largement répandu en Turquie et en Iran pour la coloration des tapis
(Baytop, 1999).L’harmal a été traditionnellement employé pour traiter le diabéte dans la
médecine folklorique de quelques régions du monde (Bnouham et al., 2002). Peganum
harmala a été employé par certaines population pour traiter certains désordres de systeme
nerveux tels que la maladie de Parkinson (Leporatti, 2009), en conditions psychiatriques

comme la nervosité (Gonzalez et al., 2010).

En médecine traditionnelle du Nord d’Afrique, harmel est une véritable panacée réputée
traité la plupart des troubles. Quelques « recettes » recueillies au Maghreb pour illustrer cette

diversité d’emplois, sont rapportées (Hammiche et al., 2013).

-
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* Suc de plante fraiche: en liniment a base de graisse de mouton, contre les douleurs

articulaires.

« Cataplasmes de feuilles hachées, appliquées in situ et maintenues par un foulard, contre les
rhumatismes, les céphalées, la fiévre, la toux et les affections pulmonaires, les morsures de

serpents; appliques sur la plante des pieds comme emménagogue et abortif.

 Fumigations a base de plante séche ou de graines pour le tétanos néonatal, les rhumatismes,
les affections génitales féminines, les maladies mentales et nerveuses, les insomnies de
I'adulte et de I'enfant (Hammiche et al., 2013).

1.1.7 Utilisation pharmacologiques

1.1 .7.1 Effets cardiovasculaires

Peganum harmala est l'une des plantes médicinales les plus utilisées pour traiter
I'nypertension et les maladies cardiaques dans le monde entier. Des expériences in vivo ont
montré que différents extraits de Peganum harmala ou ses principaux alcaloides actifs,
harmine, harmaline, harman et harmalol, ont des effets cardiovasculaires différents, tels que la
bradycardie, la diminution de la pression artérielle, le débit aortique de pointe et la force
contractile cardiaque et vasodilatatrice (Aarons et al., 1977) et des effets inhibiteurs
antigéniques (Hamsa et Kuttan ,2010).

= Vasodilatatrices et effets antihypertenseurs
L’extrait aqueux des graines de Peganum harmala est antispasmodique, anticholinergique,
antihistaminique et a des effets anti-adrénergiques (Agel et Hadidi, 1991). Une étude sur les
effets cardiovasculaires de harmine, harmaline et harmalol a indiqué que ces trois alcaloides
ont des effets vasorelaxants (Shi et al., 2001). Dans la méme étude, I'activité vasorelaxante de
harman, un autre alcaloide actif de Peganum harmala, a été montré avec un mécanisme
d'interaction avec le type L canaux Ca®* et l'augmentation de la libération de NO a partir des
cellules endothéliales de fagon dépendant de la présence externe de Ca®*. Ces effets peuvent
étre impliqués dans son activité hypotensive. Il a été montré que harmaline, harmine et

harmalol en diminuant aussi la pression artérielle systémique (Shi et al., 2000).

= Effets sur le ceeur
Il'y a eu quelques études menées sur les effets directs de I'extrait de Peganum harmala et ses

alcaloides sur le muscle cardiaque. Dans une étude, il a été montré que les alcaloides isolés
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(harmine, harmaline et harmalol) ont également diminué l'effet et la fréquence cardiaque

normale chez des chiens anesthésiés (Aarons et al., 1977).

= Effet inhibiteur angiogénique
Il a été révélé dans une étude que I’harmine est un inhibiteur angiogénique puissant. Cette
substance peut réduire considérablement la prolifération des cellules endothéliales vasculaires
et ’expression de différents facteurs pro-angiogéniques tels que le facteur de croissance
endothélial vasculaire, NO et les cytokines pro-inflammatoires. En outre, I'hnarmine diminue la
production des cellules tumorales par d'autres facteurs, qui jouent un rdle important dans

I'angiogénese comme la cyclooxygénase (COX-2) (Hamsa et Kuttan, 2010).

= Effet inhibiteur sur I'agrégation plaquettaire
Les alcaloides de Peganum harmala ont également semblent avoir des effets antiagrégants

plaquettaires (Saeed et al., 1991).
1.1.7.2 Effets sur le systéme nerveux

Diverses études in vitro et in vivo ont indiqué une large gamme d'effets produits par des
alcaloides de Peganum harmala a la fois sur le systeme nerveux central et périphérique y
compris, 1’analgésie, I’hallucination, excitation et I'effet antidépresseur (Moloudizargari et al.,
2013). En outre, il a été prouvé que les B carbolines de Peganum harmala interagissent avec
la dopamine, GABA, 5-hydroxytryptamine, benzodiazépine, et imidazoline au niveau de leurs
récepteurs présents dans le systeme nerveux et de cette facon induisant leurs nombreux effets

pharmacologiques (Moloudizargari et al., 2013).
1.1.7.3 Effets antibactérien, antifongique, insecticide et antiparasitaire

Diverses études ont montré différents effets pharmacologiques comme antiparasitaires
(Akhtar et al. ,2000; Astulla et al, 2008), antifongiques, antibactériennes (Saadabi, 2006 ;
Nenaah, 2010) et insecticides (Rharrabe et al. ,2007) des alcaloides dérivés des graines de

Peganum harmala.
1.1.7.4 Effets anticancéreux et antioxydants

Depuis longtemps, diverses préparations de Peganum harmala ont été utilisées dans le
traitement de cancers et des tumeurs. En effet, des études in vitro ont mis en évidence la
diminution de viabilité cellulaire de cellules cancéreuses provenant de divers tissus incluant le
cerveau, le colon, le sein, le poumon, le foie, I’oesophage et les tissus gastriques, apres un

traitement par I’harmine. Plusieurs chercheurs ont montré la cytotoxicité de différents extraits
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de Peganum harmala sur des lignées cellulaires tumorales in vitro et in vivo (Chen et
al. ,2005).De nombreuses études pharmacologiques suggérent un effet antioxydant de
Peganum harmala (Hamden et al., 2009).

1.1.7.5 Effets sur le systéme immunitaire

Les B Carbolines de Peganum harmala sont montrés des effets immunomodulateurs dans
plusieurs études (Wang et al., 1996 ; Farzin et Mansouri, 2006). Des extraits de cette plante
ont un effet anti-inflammatoire significatif via l'inhibition de certains médiateurs de

I’inflammation prostaglandine.
1.1.7.6 Effets antidiabétiques

Harmine est le principal alcaloide de Peganum harmala qui est impliqué dans 1’effet
antidiabétique. Une étude a montré que ce composé régule I'expression du récepteur
Peroxysomes Gamma Proliferator-Activated (PPARy), le principal régulateur de
I'adipogénese et la cible moléculaire des medicaments antidiabétiques, par inhibition de la
voie de signalisation (Waki et al., 2007). Des études récentes ont indiqué clairement que
I’extrait éthanolique des graines de harmel, réduit significativement le taux de glucose
sanguin chez des rats normaux et diabétiques a des doses variables (150 et 250 mg/kg).
Cependant, il a ¢été rapporté que l'extrait de harmel n’a aucune activité sur la sécrétion
d'insuline, puisque cette activité hypoglycémique est liée au pancréas. En effet, il affecte

I'utilisation et/ou lI'absorption du glucose (Jinous et Fereshteh, 2012).
1.2. Aspect phytochimique (Caractéristiques phytochimiques)

Le terme «métabolite secondaire» est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés
chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions périphérique indirectement
essentielles a la vie des plantes. Dont plus de 200.000 structures ont été définies (Hartmann,
2007) et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en faible quantité.
Ces molécules marquent de maniére originale, une espéce, une famille ou un genre de plante
et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique. IIs constituent un groupe de produits
naturels qu'il convient d'explorer pour des propriétés antioxydants, antimicrobiennes, anti-

inflammatoires et anticancéreuses (Epifano et al., 2007).

Des etudes phytochimiques réalisées sur la plante Peganum harmala ont permet d’isoler

plusieurs types de composés chimiques tels que les alcaloides, stéroides, flavonoides,
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anthraquinones, acides aminés et les polysaccharides a partir des graines, feuilles, fleurs,

tiges et des racines (Hua et al ., 2013).
1.2.1 Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des
plantes et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec un
degré variable de caractere basique. Ils sont synthétisés a partir des acides amineés tels que la
lysine, I’ornithine, la tyrosine et le tryptophane (Bhat et al., 2005). Quelques structures sont
relativement simples, tandis que d'autres sont tout a fait complexes.

L’atome d’azote dans les alcaloides provient, en général, d’un acide aminé dont la structure
carbonée reste souvent intacte dans la structure finale de 1’alcaloide. Il existe cependant un
grand nombre d’alcaloides qui n’ont pas forcément un acide aminé comme précurseur. Dans
ces cas-la, I’atome d’azote est incorporé a un stade avancé de la biosynthese par réactions
d’amination sur des intermédiaires aldéhydes ou cétones (Hesse, 2002).

La plupart de ces alcaloides sont des alcaloides indoliques simples a B carbolines tels que,
harmine, harmaline, harmalol, harmol, harman, tetrahydroharmine et harmalicidine et des
alcaloides Quinazolines comme : Peganine (vasicine), vasicinone (Mahmoudian et al., 2002 ;
Lamchouri et al., 2013) et déoxyvasicinone.

1.2.1.1 Les béta-carbolines (fp carbolines)

L'harmaline, I'harmine, I'harmalol, I'harmol et le tétrahydroharmine sont identifiés et
quantifiés comme étant les principaux alcaloides béta-carbolines de Peganum harmala. Les
graines et les racines contiennent un taux plus élevé des alcaloides avec un taux faible dans
les tiges et les feuilles, et sont absent dans les fleurs. L'harmine et I'harmaline s'accumulent
dans les graines seches a 4,3 et 5,6%, respectivement, d'harmalol a 0,6% et de
tétrahydroharmine a 0,1%. Les racines contiennent I'harmine et I'narmol avec 2 et 1,4%

respectivement (Herraiz et al., 2010).
1.2.1.1.1 La biosynthése des alcaloides P carboline

Les B carbolines sont dérivés du tryptophane. Elles constituent un ensemble de composés
hétérocycliques avec une structure pyrido indolique. En effet, le noyau de base comporte un
indole accolé a un noyau pyridine. Le tryptophane, un acide aminé aromatique est un
précurseur des P carbolines. La décarboxylation du L-tryptophane par la L-aminoacide

décarboxylase aromatique (AADC) produit de la tryptamine. La synthese commence par la
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formation d'une base Schiff a partir de la tryptamine et un aldéhyde ou cétoacide par la
réaction de Pictet-Spengler (Figure 3). Le composé obtenu va se réorganiser par une réaction
de type Manish-Like ou le carbone C-2 du cycle indole agit comme un centre nucléophile
aboutissant a la formation de tétrahydro-p-carbolines qui est progressivement s‘oxyder en
dihydro- B-carbolines et B-carbolines (Dewick, 2002). (Figure 3).

Schiff base formation Mannich-like reaction; o-carbon can
using aldehyde actas nucleophile
\ NH, V) H@
OHC, -
N R
H
tryplaming {automerism o restore
aromaticity
=\
N 0 NH
\ — 3
N R NoR
H H

f-carboling

Figure 3 : Schéma général de biosynthese des alcaloides [ carbolines (Dewick, 2002).

La formation de harmine, tétrahydroharmine, harman, harmaline est réalisée par des réactions
successives d’oxydation et de méthylation (Qurat ,2013). Une décarboxylation oxydative
donne le méthyle-1 B-carboline. L’oxydation de ce dernier génére une molécule d’harmane,
tandis que son hydroxylation suivi d’'une méthylation donne de I’harmaline. L harmine est le
résultat de I’oxydation de I’harmaline, par la perte d’une molécule d’eau provenant du groupe

pyridine a six liaisons dans les positions C-3 et C-4 (Figure 4) (Dewick, 2002).
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Figure 4: Schéma général de biosynthése des alcaloides de la plante Peganum harmala
(Dewick, 2002).

» Harmaline (Harmidine): C13H150N; ou 7-méthoxy-1-méthyl-2,3,4,9-tétrahydro-1H-
B-carboline. Il est le principal alcaloide de Peganum harmala et le premier qui a été
isolé par Gobel a partir des graines et des racines. Ce composé est légerement soluble
dans I'eau, l'alcool, tout a fait soluble dans I'alcool chaud et acides dilués. Harmaline
est presque deux fois plus toxique que harmine. La dose létale entraine des
convulsions, qui sont bientdt suivis par la paralysie due a I'action dépressive marquée

sur le systeme nerveux central (Figure 5) (Mahmoudian et al., 2002).

Figure 5: Structure de harmaline (El Gendy et al., 2013).

» Harmine (Banisterine) C;3H;,0N,, 1-methyl-7-methoxy-p-carboline. L harmine est
une molécule naturelle initialement isolée a partir de plantes telles que Peganum
harmala. Cette molécule était, a 1’origine, utilisée par les indigénes d’Amérique du
Sud en tant ingrédient principal de I’ayahuasca, une décoction de plantes consommeée,
notamment, pour ses effets hallucinogénes (Figure 6) (McKenna et al., 1984). Il est
Iégerement soluble dans I'eau, I'alcool ou I'éther. Ses solutions de sels montrent une

fluorescence bleu profond.
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Figure 6 : Structure chimique de harmine (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

» Harmalol : C1oH12,0N; - (1-Methyl-4,9-dihydro-3H-pyrido [3,4-b]indole-7-ol) est un
alcaloide instable lorsqu'il est exposé a l'air. Il est cristallise dans I'eau sous forme de
tri- hydrate. Soluble dans I'eau chaude, I'acétone ou le chloroforme, mais peu soluble
dans le benzéne (Figure 7) (Mahmoudian et al., 2002).

§ ]
//1

H5CO N

NH

Figure? : Structure chimique de harmalol et harmol (El Gendy et al., 2013).

» Harman : Ci;,HioN; il est d'abord isolé de I'écorce d'Arariba rubra, originaire du
Brésil. Cet alcaloide est cristallisé dans plusieurs solvants organiques sous forme de
prismes incolores. Il est facilement soluble dans le méthanol, I'acétone, le chloroforme
ou I'éther, mais modérément soluble dans I'eau chaude. Il se dissout dans les acides
minéraux et présente une fluorescence bleu-violet (Figure 8) (Mahmoudian et al.,
2002).

Figure 8 : Structure chimique de harman (Nenaah, 2010).
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» Autres B carbolines isolés de la plante Peganum harmala
Harmalicidine et tétrahydroharmine, d’autre [ carbolines qui ont été isolés de la plante

Peganum harmala (Figure 9).

e W W o \ H

o] | CH“

a b

Figure 9 : Structure chimiques de harmalicidine (a) et tétrahydroharmine (b) (Frison et al.,
2008 ; Qurat ,2013).

1.2.1.2 Les alcaloides Quinazolines

Les graines de Peganum harmala contiennent également une autre classe des alcaloides, les

quinazolines, dont le précurseur est 1’acide anthranilique (Figure 10) (Qurat ,2013).
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Figure 10 : Schéma général de biosynthése des alcaloides quinazolines de Peganum harmala
(Dewick, 2002).

Les alcaloides quinazolines isolés a partir des différents parties de la plante Peganum
harmala sont représentés par la Péganine, le Vascinone (Zharekeev et al., 1974) (Figurell) et
la Déoxyvasicinone . Astullah et al., 2008 ont isolés deux autres alcaloides Dipeganine et

Dipeganol a partir de 1I’extrait méthanolique des graines de Peganum harmala (Figurell).
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Figure 11: Structure chimique de (a)Vascinone (b) Péganine (c) Déoxyvasicinone (d)
Dipeganine (d) Dipeganol (e) (Qurat, 2013).

1.2.1.3 Toxicité des alcaloides

Malgré les nombreux rapports d’intoxication humaine et animale enregistrés suite a
I’ingestion de Peganum harmala, cette plante a été largement utilisée en médecine
traditionnelle, en tant qu’agent abortif, emménagogue, narcotique, antihelminthique,

antispasmodique, et dans certains cas des rhumatismes, d’asthme et du cancer (Duke, 2002).

Toute la plante est toxique due a la présence des alcaloides dont le taux est plus élevé dans
les graines (3 a 4%). La teneur en alcaloides augmente en été, durant la phase de mdrissement
du fruit, au moment de la récolte de la graine (Salah et al., 1986).

1.2.1.3.1 Circonstance(s) de ’intoxication

Une étude épidémiologique d’intoxication par la plante Peganum harmala L. au Maroc sur
200 cas a montré que la circonstance thérapeutique occupait la premiére place avec 32,5 %,
suivie par le suicide (28,5 %) et I’avortement (13,5 %). La répartition des circonstances selon
le sexe a montré que le sexe féminin était prédominant dans toutes les circonstances, en effet,
presque la moitié des cas colligés ont concerné des femmes utilisant la plante dans un but
thérapeutique (25 %) ou suicidaire (24,5 %) (Achour et al., 2012).
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1.2.1.3.2 Toxicococinétique des alcaloides de Peganum harmala

= Les principales voies d’exposition aux alcaloides
L'ingestion : est la principale voie d'administration et d'intoxication connue (Tahri et al.,
2004).
L’inhalation par fumigation est une pratique courante soit dans un but thérapeutique soit en
prophylaxie magique. La plante fraiche est également utilisée par voie cutanée sous forme de
cataplasmes et onguents (Hammiche et Merad, 1997 ; Tahri et al., 2004).

= L’absorption dépend de la voie d'exposition: aprés ingestion des graines, les alcaloides
sont absorbés en quelques minutes par le tractus gastro-intestinal, atteignant en 15 a 30
minutes, les organes cibles (SNC et cceur). En fumigation ces organes sont touchés en
5a 10 mm (Tahri et al., 2004).

» La distribution des B carbolines se fait dans tout I’organisme, et, il est reconnu qu’elles
passent la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Gilbert et al., 2017). Par la suite,
I’harmine et I’harmaline sont métabolisées par le cytochrome P450 2D6. Elles
subissent une O-déméthylation pour donner respectivement 1’harmol et 1’harmalol
(Zhao et al., 2011).

» Le catabolisme hépatique par sulfo et glycuro-conjugaison a été mis en évidence chez
le rat et confirmé sur le foie humain.

1.2.1.3.3 Toxicodynamique des alcaloides
1.2.1.3.3.1 Effets et symptomes

4+ Chez ’homme
Les signes neuropsychiques restent les symptémes les plus fréquents. Ils sont représentés
essentiellement par les hallucinations visuelles, 1’obnubilation, les vertiges, les convulsions

pouvant aller jusqu’au coma profond (Achour et al ., 2012).

L’ingestion de B carbolines entraine plusieurs effets indésirables. On retrouve notamment des
manifestations non spécifiques telles que des troubles digestifs comme des nausées et des
vomissements. Au niveau musculaire, de maniére plus marquée, une faiblesse est ressentie, et
est accompagnée de tremblements de tous les membres et d’engourdissements. Il a méme été
décrit des cas de paralysie des membres postérieurs puis antérieurs, chez des animaux, apres

injections de B carbolines. Ces paralysies ont été accompagnées de convulsions (Aude, 2017).

De plus, des sueurs et des étourdissements peuvent survenir. Aprés cette premiere phase

symptomatique, le sujet est détendu et semble ne plus avoir d’intérét pour ce qui 1’entoure.
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Les effets cardiovasculaires apparaissent par la suite et se manifestent par une bradycardie,

une arythmie et une hypotension (Aude, 2017).

e Doses toxiques
Les B-carbolines peuvent étre utilisées par voie orale ou par voie injectable. Les doses
entrainant des effets chez I’homme sont référencées pour 1’harmine et 1’harmaline. Par voie
orale, les effets seraient ressentis entre 150 et 400 mg d’harmaline, et, entre 300 et 800 mg
d’harmine. En fonction de la dose ingérée, ces manifestations perdureraient entre 5 et 8
heures. Par voie intraveineuse, les doses entrainant un effet seraient comprises entre 70 a 100

mg d’harmaline, et entre 140 et 200 mg d’harmine (Amar et Louis , 2002).

4+ Chez I’animal
L'intoxication chez 1’animal se traduit par une excitabilité, des tremblements, une rigidité
musculaire, une démarche chancelante et une respiration saccadée. L’animal est dans un état
narcotique interrompu d’une courte période d'excitation. Aprés quelques heures, Il y a
apparition d’une dyspnée et d’une mydriase, d’une hypothermie, de troubles urinaires avec
avortement en cas de gestation (Tahri et al., 2004).

e Doses toxiques
Les doses toxiques de divers alcaloides dans différentes especes sont montrées dans le
(tableau 1) (Mahmoudian et al., 2002).

Tableaul : Les doses toxiques des alcaloides Pcarbolines sur différentes espéces.

Alcaloides Réponse Animale Dose mg/kg
Harmaline DL-sc rats 120
Harman DL-sc Lapins 200
Harmine DL, ,-iv Souris 38
Harmine DL-sc rats 200

1.2.1.3.3.3 Mécanisme et site d’action

v L’harmine est un inhibiteur de la monoamine oxydase (MAO), enzyme catalysant la
désamination de neurotransmetteurs tels que la dopamine et la sérotonine. Les
inhibiteurs de cette enzyme sont notamment étudiés pour le traitement de la dépression
et de la maladie de Parkinson. Bien que I’harmine posséde des propriétés
pharmacologiques intéressantes, il est a noter que cette molécule présente un caractere
neurotoxique in vivo. En effet, il a ét¢ montré que son injection s’accompagne de

tétanie, de mouvements de convulsion ou encore de tremblements, ces effets
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s’estompant plusieurs minutes aprés injection (Meinguet et Wouters, 2015).Ces
alcaloides ont tous en commun un noyau indole présentant une analogie structurelle
avec la molécule de sérotonine connue pour son role important dans le fonctionnement
du systéme nerveux central. Il est probable que 1’activité hallucinogene, trémogene et
modificatrice du comportement de ces substances soit en rapport avec cette structure
indolique (Aaronse et al., 1977).

La harmaline et la harmine sont des antagonistes de la sérotonine, un
neurotransmetteur impliqué dans le mode d'action des hallucinogenes indoliques. La
harmaline et la harmine prennent la place de la sérotonine dans les mécanismes
enzymatiques en raison de la ressemblance des structures. Ceci serait a la base de
I’effet stimulant du systéme nerveux central (Tahri et al., 2004).

L’harmine et ’harmaline exerceraient une action anti-cholinergique centrale mais a
forte dose peuvent provoquer des crises d'agitations et des manifestations digestives,
alors que I’harmane exerce une action inhibitrice du systéme dopaminergique central,
induisant a dose élevée une sédation et des perturbations du sommeil paradoxal
(Achour et al., 2012).

L’utilisation de cette plante a des fins abortives ou pour activer le travail a terme est
connue. L’avortement a été” également décrit chez 1’animal, certains ingérant cette
plante dans un contexte d’année séche (E1-Bahri et Chemli , 1991). Les progres de la
chimie et de la pharmacologie ont pu démontrer que ’activité abortive du harmel est
due a ces dérives de la quinazoline, qui provoguent une contraction du muscle utérin
via une induction de la sécrétion des prostaglandines (Zutshi et al., 1980 ; Shapira et
al., 1989).

Cependant, il est signalé que la Péganine et la Désoxypégamine qui ont été détectés
pour la premiére fois dans l'urine d’un patientces peuvent avoir un pouvoir inhibiteur
de [Dacétylcholinestérase (AChE), enzyme responsable de la dégradation de
I’acétylcholine, conduisant donc a 1’arrét de D'influx nerveux dans les neurones
cholinergiques, avec la désoxypégamine montrant une activité anticholinestérase 10
fois supérieure a celle de la Péganine chez des chats anesthésiés (Tuliaganov et al.,
1986).
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1.2.1.3.3.4 Traitement
Il n’existe pas de traitement antidotique. La prise en charge du malade consiste a préciser,

d’abord le mode d’administration et la quantité ingérée.

L’administration du charbon activé et/ou de laxatifs pourrait étre utile en fin de lavage. Il
serait recommandé d’effectuer une accélération de I’épuration rénale par une diurése aqueuse
isotonique (diurese > a 3 L/24 heures), tout en surveillant la diurese horaire et le monitoring
cardiaque. Par défaut d’antidote, le traitement reste essentiellement symptomatique, reposant
sur la correction des troubles digestifs, cardiaques et neurologiques, surtout (Tahri et al.,
2004).

1.2.2 Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires.
(Lebham, 2005). L'élément structural de base est un noyau benzoique auguel sont directement
liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique
(éther, méthylique, ester, sucre) (Bruneton, 1993).

Les composés phénoliques sont des molécules hydrosolubles présentes dans tous les
végetaux. lls participent a la pigmentation des fleurs, des légumes et de quelques fruits
(raisins, agrumes). Certains d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence
(Adrian et Frangne, 1991 ; Milane, 2004).

1.2.2.1 Les flavonoides

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitue de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (Figure 12)
(Tapas et al., 2008).

Figure 12 : Structure de base des flavonoides (Bruneton, 1999).

Les principales classes des flavonoides sont : les flavonols les flavones, les flavanones, les

flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes (Sadasivam et Thayumanavan, 2003).

.
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L’analyse de l'extrait méthanolique des parties aériennes de Peganum harmala a permet
d’isoler quatre flavonoides glycosides, acacetin 7-O - rhamnoside, 7-O -6"-O-glucosyl-2 "-
O-(3 ™- glucoside d'acetylrhamnosyl), 7-0-(2"-0-rhamnosyl-2"-O-glucosylglucoside) et
glycoflavone 2"-O rhamnosyl-2"-O-glucosylcytisoside. (Figure 13) (Sharef et al., 1997).

HOM,C 0
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HOH,C_HO
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HO Q oo, PG / ‘ 00ty
o ! ‘
/%%/ OH W g O
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2"-O-tharnosyl-2"-O-glycosylcytoside Koy O
Acacetin-7-0-[2"-0-thamnosy-2"-O-ghicosyl]ghicoside

oH O

-0
m%o 0
HyC, /°
H0” /04
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Acacetn-7-O-[6"-O-glucosyl-2"-O-(3"acetylrhamnosyl)glucose

Figure 13: Les flavonoides isolés de Peganum harmala (Sharef et al., 1997).

1.2.3 Les terpenes ou terpénoides

Du point de vue structural, les terpénes constituent une grande famille de composés
prénologues, c¢’est-a-dire d’homologues a enchainement isoprénique. Le terme de terpénoides
est attribué a tous les composés possedant une structure moléculaire construite d’un
monomere a 5 carbones appelé isopréne, ces compos€s sont majoritairement d’origine
vegétale (Malecky, 2005). Jusqu'a présent, dix triterpénoides ont été identifies a partir du
genre Peganum. Quatre triterpénoides : l'ester méthylique de l'acide 3, 27-dihydroxyl-20
(29) -en-28-0ique, ester méthylique de I'acide 3 -acétoxy-27-hydroxylup-20 (29) -en-28-oique
et acide 3 -acétoxyolean-12-ene-27,28-dioique 28-méthylester ont été isoles de I'extrait

éthanolique des racines de Peganum nigellastrum (Ma et al .,2007).
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1.2.4. Anthraquinones

Une étude réalisée sur les graines de Peganum harmala a permis d’isoler trois
anthraquinones, la peganone I, la peganone Il et I'anthraquinone glucoside. Les structures ont
été déterminées par comparaison de leurs RMN, SM, données physiques avec ceux décrits
dans les littératures (Fan et Yao, 1992, Li, 2005).

1.3. Aspects pharmaco-toxicologiques

1.3.1 L’activité antioxydante

1.3.1.1 Stress oxydant : Généralités

Les Radicaux libres, les espéces réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et antioxydants
deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé et méme
pour le grand public. Le stress oxydant est la résultante d’un déséquilibre entre la production
de radicaux libres et les systétmes de défenses antioxydants (Fendri et al., 2006). Ce
désequilibre peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est surmené par
I’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport
et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008).

1.3.1.2 Les radicaux libres

L’oxygene est indispensable a la plupart des espéces vivantes ; il donne, en effet, un énorme
avantage métabolique pour la production d’énergie. Cependant, en raison de sa conformation
chimique, la molécule d’oxygene peut, dans certaines circonstances, s’avérer toxique. Cette
toxicité est induite par des éléments réactifs, instables et pro-oxydants : les especes oxygénées
activées ou encore les formes réactives de I’oxygéne (ERO, FRO) (Moffarts et al., 2005).

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son électron. L’appellation ROS inclut les radicaux libres de I’oxygeéne : anion
superoxyde (0O2e-), radical hydroxyle (OHe) mais aussi certains dérives oxygénés non
radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogéne (H202). A co6té
des ROS, il existe des ERN (espéces réactives nitrogénées) dont le représentant majeur le
NO- (Finaud et al., 2006).

1.3.1.2.1 Principales ERO de I’organisme et mécanismes de leur production

Les origines du stress oxydant sont multiples et ménent a la formation de FRO au sein de
I’organisme. Les FRO comprennent des radicaux libres, c’est-a-dire des especes chimiques
possédant un électron célibataire, ainsi que des molécules non-radicalaires mais

chimiquement instables. Ainsi, les FRO possédent un pouvoir prooxydant vis-a-vis des

.
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¢léments qui les entourent. La (Figure 14) présente les origines d’un stress oxydant en
fonction du mode de production des FRO. Trois voies de génération endogene des FRO sont
généralement décrites (Cheeseman et Salter, 1993), & savoir : la chaine de transfert des
électrons située au niveau des mitochondries (Sohal et al., 2002) ; la flambée respiratoire
des cellules phagocytaires, ces derniéres étant indispensables a la défense immunitaire
(Moslen, 1994 ; Rahman et al., 1996) ; ainsi que I’activité des enzymes de type oxydase
(Becker et al., 1991).

-Facteur de survie, anti-apoptotique
' -Transformé par catalase ou glutathion peroxidase

-Inactivation enzymatique
-Libération de Fe+++
-Peroxydation lipidique
-Facteur pro-apoptotique

-Attaque ADN, lipides
et protéines
-Cytotoxique

Figure 14 : Anion superoxyde et ses dérivés (Valéry et al ., 2007).

1.3.1.2.2 Conséquences biologiques des espéces réactives oxygenées

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires induit des
processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation complete de la
membrane altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information . La
toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont en effet capables de
réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également leur fonction.
Les plus sensibles a leur action sont les acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la
tyrosine, 1’histidine, sur lesquels le radical OH® s’additionne, modifiant la conformation de la
protéine (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

L’ADN (ADN), qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est ¢galement une cible majeure des
EOR. Les radicaux O,°— et OH® provoquent des I1ésions de I’ADN. Ceux-ci peuvent en effet
interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques.

Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont « réparées » entrainent a long terme des
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altérations géniques : cassures chromosomiques, mutations, délétions, amplifications, a

I’origine d’un dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique ( Hartmann et al.,

2000) (Figure 15).
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Figure 15 : Conséquences pathogeénes du stress oxydant (Favier, 2006)

Le systéme oxydant attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules contenues
dans les cellules, notamment les lipides, les protéines, I’ADN.

Les attaques des EOR sur les protéines induisent I’apparition de groupements carbonyles, de
cystéines oxydées, de fragments peptidiques (détachements d’acides aminés) ou d’agrégats
protéiques (Figure 15). Ces protéines dénaturées par le stress oxydant sont particulierement
susceptibles a la protéolyse afin d’éviter leur accumulation dans le noyau, le cytoplasme ou le
réticulum (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.3.1.3 Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres qui
sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composés qui inhibent
ou retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de
réactions oxydatives (Behera et al., 2006). Les stratégies de défense vis-a-vis du stress

oxydant sont variees (Figure 16)
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Figure 16 : Stratégies de lutte des antioxydants contre les causes et les conséquences du stress
oxydant (Vetagro, 2011).
La classification de tous les antioxydants connus est difficile, ils sont classés généralement
par leur mécanisme d’action ou par leur nature chimique. On distingue classiquement 2
catégories d’antioxydants : les systémes enzymatiques et les systémes non-enzymatiques
1.3.1.3.1 Systémes enzymatiques
La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systtmes de défense trés
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et
de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006). Ces enzymes antioxydantes permettent
I’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes :
e Super oxyde dismutase (SOD) : Chez 1’étre humain, il y a 3 isoformes des SOD a
cofacteurs métallique (Cu, Zn-SOD, Mn-SOD) et sont localisés dans le cytoplasme et

la mitochondrie (Landis et Tower, 2005).

superoxyde dismutase

2 O,-+2 H* - H,O0, + O,

e (Catalase : Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et
al., 2006). Elle permet de convertir deux molécules de H202 en H20 et O2.
catalase

2 H,O0, - 2 H,0 + O,

e Glutathion peroxydase (GPx): Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise
dans le cytosol et la matrice mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des

&
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peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde d’hydrogene (H202) (Valko et al.,
2006).

glutathione peroxydase

H,0, + 2 GSH = 2 H,O + GSSG

1.3.1.3.2 Systemes non enzymatiques
Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), les vitamines E
et C et les polyphénols (Kanoun, 2011).

e Le glutathion et les protéines-thiols
Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intra-cellulaire (I’albumine étant son équivalent plasmatique) ou il est
présent sous forme essentiellement réduite (GSH). Dans des conditions physiologiques, sa
forme oxydée (GSSG) est en concentration tres faible. Le rapport GSH/GSSG est considéré
comme un excellent marqueur de la peroxydation lipidique et permet d’objectiver
I’importance du stress. Les autres propriétés antioxydantes du GSH sont nombreuses :
chélateur des métaux de transition, régénérateur final des vitamines E et C, a partir de leur
forme radicalaire ( Haleng et al., 2007).

e Vitamine C
La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie ou dans
leurs reins. Ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer un apport journalier d’environ 100
mg via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des
EOA (HOe ou O¢-). Elle inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la
vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques.
Ses fonctions sont nombreuses : contribution au bon fonctionnement du systéme immunitaire,
implication dans la synthese du collagéne et des globules rouges ainsi que dans les
mécanismes de métabolisation du fer (Haleng et al., 2007 ; Fisher-Wellman et Bloomer,
2009).

e Vitamine E
Ce terme désigne un ensemble d’isoméres, les tocophérols (constitués d’un noyau chromanol
et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) et les tocotriénols (qui different des
tocols par la présence de 3 doubles liaisons sur cette chaine latérale. Leur caractére
hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras

polyinsaturés, ou ils jouent un réle protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles

\ﬂ
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(ROO¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la
peroxydation lipidique. Si I’a-tocophérol est le plus abondant, il semble que le y-tocophérol
soit le plus efficace a ce niveau (Haleng et al., 2007).

e Les caroténoides
Plus de 600 caroténoides différents ont été isolés a partir de sources naturelles, mais seul un
petit nombre d’entre eux se retrouvent dans le sang et les tissus animaux. Les fruits et les
Iégumes en sont les principales sources alimentaires. La plupart des caroténoides et vitamine
A interagissent avec I’oxygene singulet et peuvent ainsi empécher 1’oxydation des plusieurs
substrats dont 1’acide gras poly insaturée (Pelmont, 2005), elles agissent en piégeant les
radicaux et en neutralisant 1’¢lectron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables
(koechlin—ramonatxo, 2006).

e L’acide urique
Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH physiologique
majoritairement ionis¢ sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux (OHe, ROOQOe,
NOQe). Ces réactions conduisent a des espeéces radicalaires qui seront a leur tour réduites
(notamment par la vitamine C) (Vasconselos et al ; 2007) .Les propriétés antioxydantes de
’urate in vivo peuvent étre appréciées indirectement par le fait qu’un produit de réaction de
I’urate avec les EOA, I’allantoine, est présent a des taux élevés lors d’un stress oxydant
(Haleng et al., 2007).

e Lesoligoéléments

> Le sélénium
Le sélénium n’est pas un antioxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux libres,
mais il joue un rdle primordial comme cofacteur de la GPx (Glutathion peroxydases). Dans
I’alimentation, on retrouvera essentiellement du sélénium organique, lié a un acide aming, la
cystéine. Le sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui
conduit a des intermédiaires nécessaires a la synthése de dérivés physiologiquement actifs
comme la GPx. La dose journaliére recommandée est de 50-70 pg/jour. Les aliments riches en
sélénium sont, notamment, les noix de Brésil, les brocolis, 1’ail (Deepali et al.,2013).

» Lecuivre
A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, la
cytochrome C oxydase, la dopamine [B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un role important dans le déclenchement de réactions de production d’EOA

(réactions de Fenton) (Laliberte et al ., 2008).
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» Lezinc
Le zinc joue un role de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans de
nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthese des
prostaglandines, le fonctionnement de 1’anhydrase carbonique. Comme le cuivre, le zinc est
un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protége les groupements thiols (SH) des protéines
contre l'oxydation induite par le fer, en empéchant la formation de ponts disulfure
intramoléculaires. L'activité antioxydant du zinc pourrait également passer par l'induction de

metallothionéines pouvant piéger les ERO (Delattre et al, 2005).

1.3.1.4 Quelques méethodes d’étude de I’activité antioxydante des plantes médicinales
Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de I’activité antioxydant. Nommées
d’apres le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par exemple : FRAP
(Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TEAC
(Trolox équivalent antioxidant capacity) ou>>< ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-benzothyazoline
6- sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl). 1l esta indiquer que différentes
méthodes donnent des résultats assez différents et devraient étre appliquées préférentiellement
pour la comparaison de produits similaires (Georgieva et al., 2010).
1.3.2 Activité antibactérienne

= Lesantibiotiques
Les antibiotiques sont des substances naturelle ou synthétique, qui agissent a faible
concentration sur les microorganismes en bloquant des étapes métaboliques indispensables a
leur survie ou a leur croissance. Les antibiotiques ont longtemps été considérés comme des
armes efficaces pouvant éradiquer toute maladie infectieuse d'origine bactérienne. Toutefois,
l'utilisation abusive de ces composés dans le domaine médical a eu pour conséquence
I'apparition progressive d'une multitude de résistances chez les microorganismes.
Des espéces bactériennes développent des mécanismes de défense de chaque antibiotique par
plusieurs mécanismes (Lemaoui et al., 2017). Il s’agit de la production des enzymes capables
d’inactiver les antibiotiques, la modification dans la structure des cibles d’action des
antibiotiques, la substitution de la cible, la modification de la perméabilité vis-a-vis les
antibiotiques, la formation d’un biofilm et I’activation du processus de I’efflux actif.
1.3.3 Activite antifongique

= Les antifongiques
Les antifongiques (ou antifungiques) tirent leur nom du latin fungus qui signifie
champignons. Ce sont donc des composés capables de traiter les mycoses, c'est-a-dire les

infections provoquées par des champignons microscopiques.

N
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1.3.4 Les méthodes d’étude des antibiotiques et des antifongiques
L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne des différents
extraits des plantes. Les techniques utilisées ont une grande influence sur les résultats.

= La meéthode de dilution
Une série de milieux de culture (liquides ou solides) est réalisée avec une concentration
croissante des solutions a tester. On ensemence ensuite chaque milieu avec une quantité
connue de microorganismes, puis on incube 18 4 24 h a 37 °C.
Aprés incubation la concentration minimale inhibitrice est indiquée par le milieu qui contient
la plus faible concentration des solutions a tester et ou aucune croissance n’est visible
(Bertholle, 2010).

= La méthode de diffusion
La méthode de diffusion ou antibiogramme standard sont les plus utilisés en bactériologie
médicale, appelée encor méthode de disques. Cette technique consiste a utiliser des de papier
imprégnés de 1’antibiotique a étudier, déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement
ensemencé avec une culture des microorganismes a étudier.
Apres incubation, des disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondant a
une absence de culture (Delignette_Muller, 1992).

» La méthode bioautographique
C’est une technique qui permet la détection de composés antimicrobiens au sein d’un extrait
de plante. En effet, la bioautographie est une technPique de laboratoire visant a découvrir les
substances qui affectent les taux de croissance des organismes d'essai dans des mélanges
complexes et des matrices. La méthode est basée sur I'activité biologique de I'analyte qui peut
étre antibactérienne, antifongique, anti-tumorale, antiprotozoaire (Rahalison et al., 1991).

1.3.5 Etude de la toxicité des plantes

Selon la durée, la fréquence et la quantité de produits toxiques aux quelles un individu est
exposé, on observe plusieurs types de toxicités .L’Homme est constamment exposé a une
toxicité soit aigué soit subaigué ou encore chronique (Bismuth et al., 1987).

» Toxicité aigle

Les essais de la toxicité aiglie sont genéralement les premiers essais effectues. C’est un test
dans lequel une dose élevée unique de la substance testée est utilisée sur 1’animal dont le but
est de déterminer les comportements et DLso (représente la dose estimée qui provoque la

mort de 50% d’une population des especes exposées). La determination de la DLsp est

N
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habituellement une premicre étape d’évaluation des  caractéristiques toxiques d’une

substance. (LeBlanc, 2010).

» Toxicité subaigte
Elle consiste a étudier les conséquences néfastes de 1’administration répétée de la dose
étudiée. Le produit est administré quotidiennement, une ou deux fois par jour, pendant une
durée de 1 a 3 mois en général (Frank, 1992).
Ces épreuves ont pour objet :

- De mettre en évidence les altérations fonctionnelles et/ou pathologiques consécutives

a I’administration répétée des substances actives examinées.

- D’¢établir les conditions d’apparition de ces altérations en fonction de la posologie.

- De mettre en évidence les organes cibles.

» Toxicité chronique
Elle permet de caractériser le profil toxicologique d’une substance chez les animaux, a la suite
d’une exposition répétée et prolongée au-dela de 90 jours.
Contrairement aux études de la toxicité aigué, les objectifs des études de la toxicité subaigie
et les études chroniques sont :
1. Déterminer les effets toxicologiques de I'administration répétée d’un produit chimique
testé sur des organes cibles.
2. Etablir des relations dose-réponse (concentration-effets) en utilisant divers indicateurs sur
les gammes de dosage et les durées d'exposition choisies.
3. Vérifier expérimentalement le niveau maximal de la dose qui ne favorise pas une toxicité
apparente avec exposition répétée.
4. Proposer un mécanisme de la toxicité du produit chimique (Frank, 1992).

5. De mettre en évidence les organes cibles

1.3.6 Les principaux organes cibles aux produits toxiques

1.3.6.1 Le foie

Le foie murin, a la différence du foie humain est anatomiquement plurilobé: celui d’une souris
adulte pése environ 3 a 5g (Koniaris et al ., 2003). 1l est constitué de 5 lobes (Figure 17): le
lobe gauche, le lobe médian, le lobe droit et les deux lobes caudaux (ou de Spiegel). Comme
chez ’homme la souris présente aussi une vésicule biliaire.Il remplit de nombreuses
fonctions métaboliques et a été désigné avec raison comme le laboratoire central de
I'organisme. D'une part, il participe au processus de la digestion par la sécrétion biliaire et
d'autre part, il transforme I'apport discontinu des substances absorbées par le tube digestif en

.
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un flux continu de substances nutritives qui assurent une fourniture suffisante de principes
nutritifs a I'organisme. Le foie se trouve de ce fait exposé a diverses agressions qui ont parfois

de graves répercussions sur tout I'organisme (Guillouzo et al., 2007).

LM LLG

Figure 17 : Aspect macroscopique du foie. LM : lobe médian ; LLG : lobe latéral gauche ;
LLDD : lobe latéral droit dorsal ; LLDV : lobe latéral droit ventral ; LC : lobe caudé (Lorand
etal ., 2000).

Sur le plan histologique, le foie est constitué d’unités fonctionnelles appelées lobules (Lamers
et al., 1997). Les lobules hépatiques sont organisés autour d’une veine centrale, et séparés
entre eux par des espaces portes contenant des canaux biliaires, des petites branches de la
veine porte et de I’artere hépatique. Les lobules ont une forme hexagonale et sont constitués
de travées cellulaires de 20 a 25 hépatocytes, reliées entre elles en délimitant des lacunes
hépatiques a I’intérieur desquelles cheminent les sinusoides hépatiques.

Les hépatocytes sont séparées par des fines sinusoides vasculaires a travers lesquels circule le
sang. Le foie présente donc la particularit¢ d’étre irrigue a la fois par du sang artériel et
veineux et d’étre draine par un systéme veineux distinct (Horn et al., 2005 ; Young et al.,

2008).

ILobule hépataque

Hépatocyvtes

Veine cenwal

Branche de l'artére hépatique

Capillaires
Sinusoides

Veine porte hépatique

WVoie biliaire

Figure 18: Structure de lobule hépatique (Butura ,2008).
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1.3.6.1.1 Hépatotoxicité
Le foie est le site principal des biotransformations des xénobiotiques ; toute affection
hépatique, en modifie le métabolisme et par conséquence, la toxicité (Viala, 2007).
Hépatotoxicité est définie comme le pouvoir qu’a une substance (comme les médicaments ou
des composés d’une plante) et quelque soient les mécanismes mis en jeu, provoquer des
dommages au foie.
La toxicité se manifeste sous forme d’inflammation (on parlera d’hépatite) ou encore de
nécrose (mort des cellules du foie), dans les cas plus séveres. La stéatose hépatique survient
lorsqu’il y a accumulation de gras dans le foie.
1.3.6.1. 2 Marqueurs biochimiques de la fonction hépatique
Un bilan hépatique consiste a doser certaines enzymes ou certaines substances transformees
ou fabriquées par le foie afin d’apprécier le bon fonctionnement et le métabolisme de
I’organe. Les principaux tests biologiques hépatiques réalisés couramment sont les dosages
des transaminases, des gamma-glutamyl transpeptidases (yGT), des phosphatases alcalines et
de la bilirubine. (Berthélémy, 2015).

e Les transaminases (ou aminotransférases)
Alanine aminotransférase (ALAT ou TGP) et I’ Aspartate aminotransférase (ASAT ou TGO),
sont des enzymes libérées dans la circulation en cas de Iésions cellulaires, donnant une bonne
indication du fonctionnement du foie. Elles sont abondantes dans le foie et les muscles.

L’ALAT se trouve majoritairement dans le foie. Une augmentation de sa concentration
sérique signe une atteinte hépatocellulaire. Ce test est donc beaucoup plus spécifique d’une
1ésion hépatique que I’ASAT. Les ALAT sont dosées lors de tout don du sang.

L’ASAT se trouve non seulement dans le foie mais également dans le muscle cardiaque,
les muscles squelettiques, les reins, le cerveau, le pancréas, les poumons, les leucocytes et les
érythrocytes. (Berthélémy, 2015).

e LesyGT
Sont produites par les hépatocytes et les cellules épithéliales biliaires. Ce sont des marqueurs
de la cholestase hépatique mais elles sont peu spécifiques et peuvent étre augmentées, non
seulement en cas de diabéte, de consommation d’alcool et de cholestase, mais aussi lors d’ une
maladie pancréatique, d’un infarctus, d’une insuffisance rénale, d’une bronchopneumopathie
chronique obstructive (BPCO) et de la prise de certains médicaments (Beaudeux et Durand,
2011).

.
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e Laphosphatase alcaline (PA)
Présente dans le foie, I’intestin, 1’0s, le placenta et les reins. Comme les yGT, c’est un
marqueur de la cholestase (Baudin, 2017).

e Labilirubine
Un pigment jaune synthétisée par le systeme réticulo-endothélial des cellules hépatiques,
transportée dans le sérum, conjuguée dans le foie et excrétée dans la bile et le tractus
intestinal, elle est aussi transformée en pigments biliaires qui sont, dans un second temps,
réabsorbés ou éliminés dans les selles. La bilirubine conjuguée est normalement absente du
sérum. La bilirubine totale est constituée de la bilirubine libre et conjuguée (Beaudeux et
Durand, 2011).

1.3.6.2 Les reins

Le r6le le plus connu des reins est I’épuration de I’organisme par formation de I’urine grace a
un systéme de filtration et d’excrétion. lls possedent toutefois bien d’autres fonctions toutes
aussi importantes comme la régulation de I’équilibre hydrique, électrolytique et acido-basique
(pH), ou encore des fonctions endocrines telles que la synthése d’érythropoiétine et de
vitamine D. Il possede également des fonctions endocriniennes primaires, en tant que le site
de synthése d’hormones et secondaire en étant le site d’action d’hormones synthétisées ou
activées ailleurs (Aldostérone, angiotensine 1, vasopressine) (Newman et al., 1999).

La coupe frontale d’un rein permet de distinguer, sous une capsule fibreuse lisse, le
parenchyme rénal, composé d’une partie corticale externe et d’une partie médullaire interne

(Figurel9).

néphrons

éléments de la
vascularisation
intra-rénale

colonne
de Bertin

pyramide

calice de Malpighi
bassinet
uretére papille

sinus rénal

Figure 19 : Coupe du rein (Bernard, 2013)
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Le néphron est I'unité fonctionnelle du rein, il se compose d'un glomérule, un tubule proximal,
une boucle de Henle, un tubule distal, un tubule collecteur (Figure 20) (Volker, 2003).

Les néphrons permettent de réabsorber les substances nécessaires a I’organisme dans les
bonnes proportions tout en excrétant les déchets métaboliques et les ions en excés. Ceci
produit I’urine, un liquide hautement concentré et spécialisé, dont la formation est obtenue
suite a I’entrée en jeu de trois mécanismes : la filtration glomérulaire, la réabsorption tubulaire

et la sécrétion tubulaire.

. efférente

Artériole Tube contourné Tube contourné
afférente g— proximal distal
. T
Artériole '_"-"'
T

Clomérule

Canal collecteur

cortical
Branche ascendante

large

Branche descendante
fine

Anse de Henlé <

Canal collecteur

Branche ascendante . .
meédullaire

fine

Figure 20: Structure de néphron (Gueutin et al., 2012).

1.3.6.2.1 Néphrotoxicité
Le rein est particulierement vulnérable a plusieurs substances toxiques qui sont susceptibles
de lui causer des dommages a différents sites et de perturber ainsi certaines des ses fonctions
(Cronin et Henrich, 2005).
Toutes les zones du néphron sont potentiellement sujettes aux effets néfastes des toxiques de
Iégeres altérations biochimiques responsables de dysfonctionnements mineurs de la fonction
rénale jusqu’a la mort cellulaire conduisent a I’insuffisance rénale (Frank, 1992).

e Nécrose des cellules épithéliales
Dans la nécrose des cellules épithéliales peuvent étre atteintes tout au long du systéme

tubulaire, ou avec une prédominance au niveau de la partie distale du tube contourne.
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e Vacuolisation épithéliale
Les cellules épithéliales tubulaires peuvent apparaitre gonflées, comblant plus ou moins
complétement la lumiere du tube. Leur cytoplasme clarifie contient de nombreuses petites
vacuoles, notamment au niveau des tubes proximaux (Richet, 1988).
1.3.6.2. 2 Marqueurs biochimiques de la fonction rénale
La mesure de la fonction rénale est importante car elle a des implications diagnostiques,
pronostiques et thérapeutiques. La fonction rénale correspond au débit de filtration
glomérulaire (DFG) qui s’exprime en millilitre par minute.
Il existe de nombreux moyens pour évaluer la fonction rénale :

» Les dosages sanguins (urémie, créatininémie, ionogramme) sont effectués par

prélévement d’un échantillon sanguin par ponction veineuse au pli du coude.

o L’urée
L’urée est la principale forme d’élimination des déchets azotés a partir des protéines et des
acides aminés. Elle est synthétisée dans le foie (qui peut augmenter et souvent diminuer la
synthése) lors de la dégradation d’acides aminés. Elle est ensuite secrétée dans le sang pour
étre excrétée par les reins dans ’urine. La concentration d’urée urinaire est le témoin des
apports protidiques et le reflet de la fonction rénale lorsqu’elle est couplée au taux d’urée
sanguine. Toutefois, I’urémie peut étre influencée par I’apport alimentaire en protéines. C’est
pourquoi, le dosage de la créatinine sanguine est privilégié afin d’évaluer la fonction rénale
(Kubab et al., 2006).

e Lacreatinine
La créatinine sérique a été longtemps la référence pour évaluer la fonction rénale. Il s’agit
d’une petite molécule issue du catabolisme musculaire qui circule librement dans le sérum et
qui est librement filtrée par le glomérule (Dussol, 2011). La créatinine peut étre dosée dans le
plasma (créatininémie) ou dans les urines prélevées sur 24 heures (créatininurie). Les
méthodes de dosage au laboratoire peuvent étre colorimétriques (méthode de Jaffé) mais sont
de plus en plus enzymatiques (Leriverend et al., 2016). La créatininémie ne dépend pas de
I’alimentation, ni de I’hydratation. Elle est le reflet de la masse musculaire maigre, et est donc
plus faible chez ’enfant et la femme. Son dosage est tres utilisé dans le suivi des insuffisances
rénales et dans la recherche de toxicités rénales médicamenteuses (Leriverend et al., 2016).

e L’ionogramme sanguin
Permet d’évaluer les fonctions du tubule rénal. Il mesure le taux dans le sang de certains ions :

natrémie (Na’), kaliémie (K%), chlorémie (CI"), bicarbonatémie (HCO3). En cas

=
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d’insuffisance rénale (IR), la kaliémie est augmentée. Les bicarbonates sont diminués dans les
insuffisances rénales chroniques.
» Les dosages urinaires sont pratiqués sur un échantillon d’urines des 24 heures,
notamment pour la recherche de la protéinurie
e La protéinurie : permet d’évaluer I’intégrité du glomérule rénal. Les protéines sont
normalement non détectables dans les urines, mais leur recherche peut étre effectuée et

prescrite par le médecin (Berthélémy, 2015).
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1.1 Matériel

11.1.1 Matériel végétal

Les graines et les feuilles de Peganum harmala sont récoltées au mois de Juillet- Aout,
période de maturation, dans la région de Touama (Commune d’Elaach) de Wilaya de Bordj
Bou Arreridj, située au Nord-est de 1’ Algérie qui se caractérise par un climat semi- arride sec.
L’identification botanique de I’espece a eté faite sur la base de la description des
caractéristiques morphologiques de la plante. (Chopra et al., 1960 ; Maire, 1933 ; Ozanda,
1991 ; Bruneton, 1999) (Figure 21).

Figure 21 : La plante de Peganum harmala en période de fluorisation.

Les graines et les feuilles récoltés apres maturation sont débarrassées de toutes les impuretés,

séchées a ’ombre et a la température ambiante (Figure 22).
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Figure 22: Les graines et les feuilles de Peganum harmala.

11.1.2. Les souches microbiennes utilisées

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

(ATCC) conservées a 4 °C dans des tubes a essais contenant de la gelose inclinée.

= Les bactériesa Gram~
Salmonella typhimurium ATCC 13311 et Escherichia coli ATCC 25922.

= Les Bactériesa Gram *
Bacillus cereus ATCC 10876 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.

= Les champignons : Deux souches sont utilisées : Fusarium oxysporum et Aspergillus
niger.

11.1.3 Matériel animal

Des souris blanches (Mus musculus) des deux sexes males et femelles sont utilisées pour cette
étude, pesant entre 20 et 40 g provenant de I’institut Pasteur d’Alger. Ils sont hébergés 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. Les animaux ont disposé d’eau du robinet et de nourriture ad libitum, la
litiere est renouvelée trois fois par semaine. Les animaux sont acclimates aux conditions de
I’animalerie de la faculté des sciences de la nature et de la vie — Université de Sétif pendant

une quinzaine de jours avant I’expérimentation.
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1.2 Méthodes

11.2.1 Préparation des extraits

Deux méthodes d’extraction ont été requises pour 1’extraction des principes actifs a partir de
Peganum harmala; macération dans le méthanol (extrait brut EB) pour les feuilles (EBF) et
les graines (EBG), et une extraction liquide-liquide par soxhlet pour les alcaloides totaux des
graines (EAT).

11.2.1.1 Extraits bruts méthanoliques

L'extrait méthanolique a été préparé a partir de 50 g de broyat, qui a été mis a macérer dans
250 ml de méthanol a la température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 48 heures.
Ensuit le mélange est filtré sur la gaze et une deuxiéme fois sur papier Whatman (n°3). Les
filtrats obtenus sont additionnés et évaporés a sec a 1’aide d’un évaporateur rotatif a une
température de 30 °C. L’extrait sec est conservé au réfrigérateur a 4°C jusqu’a son utilisation

(Figure 23).

-
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50 g de matériel végetal sec

l

Addition de 250 ml du méthanol

l

Macération 48 h

Température ambiante

!

Filtration sur papier Wattman \
Filtrat .
Evaporation au rota vapeur
|—> (35°C)

l

Extrait méthanolique brut

Marc

Figure 23: Préparation des extraits bruts (EBF, EBG) par macération

11.2.1.2 Extraction des alcaloides totaux de Peganum harmala

L’extraction des alcaloides totaux a partir des graines du Peganum harmala est obtenue par
une extraction liquide-liquide, basée sur la différence de solubilité des alcaloides en milieu

acide et alcalin selon Bruneton, (1999).

100g des graines de la plante sont finement broyées. 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.

Apreés filtration, le marc (graines moulues débarrassées de la matiére graisse) est alcalinisé par
une solution 40 ml d’ammoniaque (0.5N) pendant au moins 8 heures a température ambiante
permettant ainsi aux alcaloides de passer de la forme sel a la forme organique. Les alcaloides

totaux sont extraits par I’extracteur de Soxhlet en utilisant un solvant non miscible avec I’eau.

.
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La poudre des graines alcalisée est placée dans le Soxhlet fixée sur un ballon contenant
500 ml de dichlorométhane et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis
condensé tout en restant en contact avec le materiel végétal. La solution collectée dans le
ballon s’enrichit de plus en plus en soluté. Au moins 5 cycles sont nécessaires pour un

épuisement total des graines.

A D’issue de cette opération, I’extrait brut est lavé trois fois successives par une solution de
150 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 d’ammoniaque (0.5N). Nous
épuisons ensuite trois fois la solution par 150 ml d’éther d’éthylique, en agitant doucement

I’ampoule a décantation.

Nous récupérons les trois fractions organiques dans un Erlenmeyer, qui seront déshydratées

par filtration sur papier filtre contenant 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. Le résidu sec représente les alcaloides

totaux récupérés dans des flacons en verre puis conservés a 4°C jusqu’a utilisation (Figure 24)
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Figure 24: Extraction des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala (Bruneton,
1999).
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11.2.2 Analyse qualitative des extraits bruts et des alcaloides totaux par

chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM est une méthode de séparation physico-chimique faisant intervenir une phase
stationnaire ou adsorbant et une phase mobile ou éluant. La CCM n’est pas suffisante pour
identifier un produit mais elle apporte des renseignements susceptibles d’orienter vers une

hypothése de structures, par exemple: fluorescence, coloration (Randerath, 1971).

Nous avons realisé une chromatographie sur couche mince en utilisant des plaques de Silica
gel 60 F254 avec des dimensions 20 X 20 cm de marque MACHEREY-NAGEL (Germany).
La phase mobile, constituée d’un mélange de méthanol/Dichlorométhane : 80/20/ (V/V) pour
les extraits bruts (EBG, EBF) et d’un mélange de « méthanol/chloroforme/ammoniaque :
79/20/1 (VIVIV) » (Mahdeb et al., 2013) pour les extraits bruts et alcaloidique.

Apres dissolution des extrait (EBF) et (EBG) et (EAT) dans du méthanol, nous déposons 10
pl de chaque solution a 1’aide d’une micropipette sur une plaque qu’était activée dans 1’étuve
a 100°C pendant 5 min; a 1 cm du bord inférieur sur la ligne de base, on seche chaque dépét a
I’aide d’un séche- cheveux. La plaque est ensuite mise dans la chambre de migration
contenant la phase mobile. Quand le front du solvant atteint 1 cm du bord supérieur, le
chromatogramme est retiré, séché, observé a I’extinction de la fluorescence a 366 nm puis

pulvérisé avec le réactif de Bouchardat jusqu’a I’apparition de spots colorés.
11.2.3 Screening phytochimique

Le screening phytochimique ne renseigne pas sur la structure d'une molécule bien déterminée.
Il met seulement en évidence la présence de telle ou telle famille chimique pouvant étre
contenue dans un échantillon. Les tanins, les stérols et triterpenes et les saponosides sont
caractérises par les méthodes décrites par (Trease et Evans, 1987), les alcaloides (Paris et al,
1969), les anthocyanes (Paris et al, 1969 ; Debray et al, 1971) et les coumarines (Rizk, 1982).

11.2.4 Tests, in vitro, de ’activité antioxydante
11.2.4.1 Effet scavenger du radical DPPH

+ Principe
L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus a partir des graines de Peganum harmala est
évaluée en mesurant leurs capacités de piéger le radical DPPHe. La réduction du radical
DPPHe, ayant une couleur violette foncée, par les groupements hydroxyles des antioxydants

présents dans les extraits, conduisant a la formation d’un composé stable d’une couleur jaune

)



Matériel et méthodes

(Figure 25). La couleur violette foncée, mesurable a 517nm, est inversement proportionnelle a

’activité anti-radicalaire de 1’extrait (Parejo et al, 2002).
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Figure 25: La réduction du radical DPPH (Popovici et al., 2009).

Le test de DPPHe est réalisé en suivant la méthode décrite par (Mansouri et al ,2005). L’ICs
ou la concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée ECso pour Efficient concentration 50),
est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPHe. Les
ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés

(pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées).
11.2.4.2 Test de réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a été
développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fes+) présent

dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe>) .

- = - i - y
Coloration jaune coloration bleue

En effet le Fe** participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton.
L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986). Une
augmentation de l’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Hubert, 2006).
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11.2.5 Etude de D’activité antibactérienne

Le test antibactérien a pour but de rechercher 1’activité biologique de chaque extrait vis-a-Vvis
de différentes souches bactériennes. Les extraits actifs pourraient ainsi justifier ['usage en
meédecine traditionnelle des plantes dont ils sont extraits et permettraient d’ouvrir d’autres
pistes & la recherche. Les extraits ont été solubilisés dans du DMSO. Le test de susceptibilité a
été effectue selon la méthode de diffusion des disques décrite par (Dulger et Gonuz, 2004 ;
Parekh et Chanda, 2007 ; Rota et al., 2008).

Afin de mettre en évidence 1’effet antibactérien in vitro des différents extraits, nous avons
choisi la méthode de diffusion des disques sur milieu de Mueller-Hinton gélosé. Le principe
de la méthode repose sur la diffusion du compose a effet antibactérien en milieu solide dans
une boite de pétri, aprés un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme
cible. L’activité antibactérienne sur la cible est appréciée par la mesure de la zone

d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition.

» Préparation des dilutions des extraits
Les extraits ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSQO) pour préparer les
différentes concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que la

concentration de la solution mére de chaque extrait est de 200 mg/ml.

» Préparation de I’inoculum
Des colonies bien séparées des espéces bactériennes concernées ont été prélevées a l'aide
d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans bouillon nutritif pour avoir une turbidité

voisine a 0,5McFarland, puis portées a I’incubation pendant (18-24) heures a 37°C.

» Préparation des disques
Des disques de papier Wattman n°1 de 6 mm de diamétre, stériles (stérilisation a 121°C
pendant 15 min par autoclavage), sont chargés de I'extrait a tester, des disques imprégnés de

DMSO sont également utilisés qui vont servir de témoin négatif.

» Ensemencement et dép6t des disques
L’ensemencement est réalis¢ par €couvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du
tube. L’écouvillon est Frotté sur la totalit¢ de la surface gélosée, de haut en bas en stries
serrées. L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une dernieére fois sur toute la surface

gélosée. L’¢écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri
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avec la méme souche. Les disques imprégnés d’extraits (10 pl) sont déposés délicatement sur
la surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile (Dulger et Gonuz, 2004 ; Parekh et
Chanda, 2007 ; Rota et al., 2008).

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques (témoin
positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des

extraits testés .Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

» Choix des antibiotiques utilisés

Selon la recommandation du Comite de 1’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CASFM, 2012), le choix des antibiotiques testés sur les différentes souches
bactériennes isolées, repose d’une part, sur I’identification du genre et son profil habituel
contre des antibiotiques et d’autre part sur le spectre d’activité de chaque antibiotique. Dans
notre travail les disques d’antibiotiques, utilisés pour les essais de diffusion sur disque, sont
Amoxicilline/acide clavulanique (AM .C) (20/10ug), Céfazoline (CZ) (30ug), Céftazidime
(30ug) (CAZ), Trimethoprim sulfamethoxazole (SXT) (30ug). Ils ont été sélectionnés selon
leur disponibilité.

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diamétres des zones d’inhibitions

au tour des disques.

» Détermination des CMI et CMB
Pour les concentrations minimales inhibitrices (CMI), Il s’agit de déterminée la plus petite
concentration d’antibiotique donnant une inhibition de la croissance aprés un temps de contact
avec ’antibiotique de 18 a 24 heures (Michel Briand, 1986). Des dilutions successives au
demi ont permis de préparer une gamme de dilution allant de 200 a 0.78 mg/ml en effet de
chaque dilution on préléve 10 pl et on la mit sur les disques qui sont déja dans les boites de
pétri. Aprés détermination de la CMI, pour la détermination des concentrations minimales
bactéricides (CMB) un prélevement a I’anse est réalis€ autour de chacun des disques ne
présentant aucune culture visible. Chaque prélévement est déposé en strie sur gélose Mueller-
Hinton. La boite ensemencée est incubée 24 heures a 37°C. La plus petite concentration qui
ne laisse que 0,01% de bactéries survivantes apres un temps d’exposition a 1’antibiotique de

12 a 18 heures correspond a la CMB (Michel Briand, 1986).
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11.2.6 Test de P’activité antifongique des extraits
11.2.6.1 Test d’inhibition de la croissance

La méthode de diffusion en milieu solide a été utilisée pour tester la sensibilité de la souche
fongique vis-a-vis des différents extraits. Des boites de pétri stériles, contenant milieu PDA
(200 g de pomme de terre, 20 g de saccharose, 15 g d’agar-agar, 1000 ml d’eau distillée),
supplémentés de différents concentrations des extraits (200, 100, 50, 25,12.5, 6.25 mg/ml)
ont été ensemencés au centre par un disque fongique de 6 mm de diameétre (obtenu d’une
préculture de 7 jours d’incubation sur milieu solide PDA. Le témoin est préparé sans extrait.
Les boites de pétri sont placées dans une étuve a la température de 28 + 2°C pour une durée
d’incubation de 4 jours. Pour chaque extrait, le pourcentage d’inhibition de croissance 1(%)
est exprimé par la réduction du diametre de la colonie fongique par rapport au témoin

(Fandohan et al., 2004) selon la formule suivante:

I (%) = [1-(D test /D témoin)] x 100

Dont : D test : diamétre de la colonie dans le test en mm
D témoin : témoin diametre de colonie témoin en mm
11.2.6.2 Test de mesure de la croissance radiale

L'effet des extraits sur la croissance fongique a été évalué aussi par la détermination de la
croissance radiale selon la méthode décrite par (Abdel Moneim et al., 2016). Le milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) a été utilisé pour préparer 1’inoculum fongique et pour le test
antifongique. L’étude de I’activité antifongique des extraits de Peganum harmala a été
effectuée dans des boites de pétri stériles, contenant milieu PDA, supplémentés par
différentes concentration des extraits (Les extraits ont été pesés et dilués avec le DMSO
(Diméthylsulfoxyde) et ajoutés au milieu de culture PDA) puis ont été ensemencés par un
disque fongique de 5 mm de diametre (obtenu d’une préculture de 7 jours d’incubation sur
milieu solide PDA). Les boites de pétri sont placées dans une étuve a la température de 28 +
2°C pour une durée d’incubation de 8 jours pour la détermination de I'effet des extraits de

Peganum harmala sur la croissance radiale.

La croissance radiale a été mesurée tous les deux jours. Tous les traitements ont été faits en
triplicata. Le diamétre de la croissance de disque a été mesuré toutes les 48 heures en prenant

la moyenne de deux dimensions croisées pour chaque disque dans la bofte de Pétri.
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11.2.7 Etude de la toxicité aigiie chez les souris Mus musculus

Les essais de la toxicité aiglie permettent d’évaluer les effets toxiques qui apparaissent dans
un temps court (de 1 a 14 jours) apres I’administration d’une substance, soit a dose forte, soit

a doses répeétées sur une période maximale de 24 heures.

* Les principaux effets recherchés sont:

- Faible consommation de nourriture et / ou d'eau.

- Changements du poids corporels.

- Symptémes cliniques (changements observés a I'ceil nu). -Déces

11.2.7.1 Détermination de la DL 5o chez les souris

Les alcaloides totaux des graines de Peganum harmala L a tester sont solubilisés dans
quelgue goutte du méthanol et dilués dans de 1’eau physiologique et sont administrés a

différentes doses, par voie intrapéritonéal.

Les animaux utilisés sont des souris Mus musculus de deux sexes .Apres une période
d’habituation, les souris sont pesés, identifies par un marquage sur une partie du corps de
I’animal, avec une solution aqueuse d’acide picrique et repartis en 7 groupes de dix animaux
chacun, dont un, est un groupe témoins. Les animaux sont mis a un jeun pendant 24 heures

avant I’essai. lls sont pesés au moment de I’essai.

Les 6 lots ont recu les doses suivantes : 85, 180, 275, 370, 465,560 mg/ kg du poids des
souris. Le groupe témoin a recu de I’eau physiologique avec quelque goutte de méthanol.
Aprés administration des alcaloides totaux des graines, les animaux sont observés
individuellement chaque heure pendant le premier jour et chaque jour pendant 14 jours. Le
comportement et les symptdmes cliniques des animaux sont notés pendant toute la durée de
I’expérience. La DLs et son intervalle de confiance sont calculés par la méthode graphique de
(Lichfield et Wilcoxon, 1949) et la méthode de probits-Méthode des moindres carrés (Benbott
etal ., 2013) .

11.2.7.2 La toxicité aigle chez les souris (Dose forte non létale)

Nous avons utilisés des souris blanches (entre 20 et 30 g pour les femelles, entre 25et 40 g
pour les males). Elles sont identifiées par marquage par un numéro sur la queue (pour le
groupe témoins) et par une marque avec une solution aqueuse d’acide picrique (pour les deux

groupes traités), et sont réparties en 3 groupes expérimentaux renfermant chacun 10 animaux :
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e Un groupe d’animaux témoins.

e Deux groupes d’animaux traités.

> Toxicité aigiie de 1" jour : Le groupe témoin et un groupe traité (lot 1).

> Toxicité aigiie de 5™ jour qui représente le seuil maximal de la toxicité aigué du foie
(Szymanowicz et Danel, 2005): Le groupe témoin (qui est le méme) et un groupe traité
(lot 2).Les animaux sont privés de nourriture 24 heures avant I’essai. lls sont pesés au
moment de I’application

Les souris des deux groupes traités ont regu par voie intrapéritonéale une dose unigue non

létale de (118 mg/kg ~ 1/3 DLsp), a pour but de déterminer les organes cibles (Antov et al.,

1991), des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala solubilisés en quelques gouttes

du méthanol et dilués dans de 1’eau physiologique . Le groupe témoin a recu par voie

intrapéritonéal de I’eau physiologie avec quelques gouttes du méthanol. Apreés le traitement,

les animaux sont observés pour noter leurs comportements et la carte clinique.
11.2.7.3 Evaluation de la toxicité subaigte chez les souris

Pour chague sexe les souris sont reparties en deux groupes de 15 animaux chacun, le groupe
traité a recus par voie intrapéritonéale la dose de (18 mg/kg =~ 1/20 DLsy) chaque jour
pendant 28 jours. Les souris sont pesées chaque semaine. A la fin de cette période les souris
sont sacrifiées et les organes sont observés macroscopiquement in situ (reins, rate, foie,
poumon, cceur, cerveau) préléves, débarrassés de I'excés de graisse, séchés avec du papier
filtre et pesés. Les piéces des reins, foie et cerveau sont conservés au formol a 10% pour des

études anatomopathologiques.
11.2.7.4 Etude de quelques parameétres hématologiques et biochimiques

» Prélévement sanguin
Le prélevement du sang est effectué par ponction cardiaque avant le sacrifice des animaux et
le sang est recueilli dans des tubes héparines (pour les analyses biochimiques) et dans des

tubes EDTA (pour les analyses hématologiques), pour chaque prélévement.

Les tubes héparines sont centrifugés a 3000 trs/min pendant 5min, et dans le sérum obtenu,

sont dosés les parameétres biochimiques.
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» Dosage de quelques paramétres hématologiques et biochimique

Les parameétres hématologiques sont (RBC, WBC, PLT, HGB, HCT, MCV, MPV, MCH,
MCHC), les parametres sériques sont : Urée et Créatinine pour évaluer I’état du rein et les

Transaminases (TGO, TGP) et la PAL (phosphatase alcaline) pour évaluer I’état du foie.
11.2.7.5 Technique histologique

» Prélévement des organes et la réalisation des coupes histologiques
Apres la dissection, le foie, les reins, le cceur, la rate, les poumons et le cerveau sont prélevés,
débarrassés de leurs tissus adipeux, rincés dans une solution de chlorure de sodium (Na Cl) a

0.9 % et pesés.

Aprés avoir fixés les reins, foie et le cerveau dans le formol a 10 %, sont déposes dans des
cassettes en plastique, puis sont déshydratés (par immersion dans des bains successifs
d’alcools, l'alcool est éliminé par des solvants (xylene) avant d’étre coulé dans des moules
contenant de la paraffine fondue par chauffage (paraffine liquide). Aprés refroidissement le
bloc solide de paraffine contenant le tissu est coupé a I’aide d’un microtome permettant de
réaliser des coupes de 5 um d’épaisseur. Les coupes obtenues sont étalées et collées sur des
lames, puis séchées dans une étuve pendant une nuit. Elles sont ensuite colorées par une
solution d'’hématoxyline-éosine. Apreés la coloration, le montage se fait a I’aide de I’eukitt

placé entre lame et lamelle.
11.2.8 Analyses statistiques

Les différences statistiques significatives entre les moyennes sont calculées en utilisant One-
Way ANOVA suivi par Tukey’s test pour la comparaison multiple avec le groupe control
pour la toxicité aigué et le test de «t»Student pour la toxicité subaigie, les données sont
exprimés en moyenne + SEM et en moyenne + SD (activité antioxydante, antibactérienne et

antifongique).
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11 .1 Rendements des extractions

e La macération
La premiere quantification a faire est celle de déterminer le rendement des extraits bruts des
graines et des feuilles de Peganum harmala (EBF ; EBG) obtenus par macération. Ce
rendement est calculé a partir du poids d’extrait par rapport au poids sec de la masse végétale

utilisée (Tableau 2)

Tableau : 2 Rendement et couleurs des extraits

Extraits Couleur Rendement
EBF Vert foncé 13.44%
EBG marron foncé 10.52%
EAT rouge brique 2.11%

Les résultats de rendement des extraits bruts des feuilles et des graines de Peganum harmala
en utilisant la macération a permis d’obtenir des extraits bruts de couleur différentes (vert

fonceé et marron foncé), avec un rendement de 13.43% et 10.52% successivement.

e Extraction des alcaloides totaux des graines
L’extraction liquide- liquide des alcaloides totaux a partir des graines de Peganum harmala , a
permis d'obtenir un extrait de couleur rouge brigue avec un rendement 2.11 % .
I11.2 Analyse qualitative
I11. 2.1 Chromatographie sur couche mince CCM des extraits
La chromatographie sur couche mince des extraits bruts des feuilles et des graines de
Peganum harmala nous a permis de séparer plusieurs substances qui sont apparues sous
formes de spots colorées de taille différentes apres révélation par le réactif de Dragendorff et

sous L’UV et en absence de standards , les spots apparus n’ont pu étre identifies (Figure 26).

-



Résultats

A B

Figure 26 : A : Chromatographie sur couche mince des extraits bruts des graines et des

feuilles de Peganum harmala.

Phase mobile : méthanol/Dichlorométhane : 80/20/ (V/V). Sous UV 360 nm.

B : Séparation par CCM des extraits bruts et alcaloidique de Peganum harmala

Phase mobile : méthanol/chloroforme/ammoniaque: 79/20/1 (V/VIV). Révélateur : réactif de
Dragendorff

I11. 2.2 Chromatographie sur couche mince CCM des alcaloides totaux

La chromatographie sur couche mince de l’extrait des alcaloides totaux des graines de
Peganum harmala a permis de séparer quatre substances qui sont apparues sous forme de

spots colorés apres révélation par le réactif de Bouchardat et sous I’UV 360 nm (Figure 27).

E




Résultats

A B C

Figure 27: Chromatographie sur couche mince des alcaloides totaux des graines de Peganum
harmala L. Phase mobile : méthanol/chloroforme/ammoniaque: 79/20/1 (VIVIV). A-
Révélateur : réactif de Bouchardat B- Révélateur : Sous UV 360 nm C- Révélateur : réactif

de Dragendorff
111.3 Screening phytochimique

La phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des réactifs
chimiques spécifiques réalisée sur les extraits obtenus a partir de la poudre de chaque
échantillon végétal génere pour une premiére estimation des données préliminaires sur les
constituants des extraits. Le résultat de ce criblage phytochimique est résumé dans le tableau3.

I1 révele la présence (+) ou I’absence (-) d’un groupe de métabolites secondaires.
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Tableau 3 : Screening phytochimique des graines et des feuilles de Peganum harmala.

Métabolites secondaires feuilles graines
Tanins ++ + ++ +
Alcaloides + +++
Anthocyanines - +
Coumarines - +
Stérols et triterpéenes 5 5
Saponosides ++ -

I11.4 Activité antioxydante des extraits de Peganum harmala

Les résultats d’une méthode ne donnent que des suggestions réduites sur les propriétés
antioxydantes des extraits. La combinaison de plusieurs techniques complémentaires,
associant des mécanismes différents serait idéale pour une évaluation efficace et compléte des
potentiels antioxydants chez une ou plusieurs espéces. Deux méthodes sont employées :
piégeage du radical libre DPPH et le test Feric Reducing Antioxydant Power assay (FRAP)

qui mesure les pouvoir de réduction des ions de fer.

111.4.1 Effet piégeur envers le radical DPPH

L’acide ascorbique, un antioxydant de référence, a montré un pourcentage d’inhibition tres

puissant du radical libre DPPH a des concentrations plus faibles (Figure 28).
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Figure 28 : L'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations de
I’acide ascorbique.
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Le pourcentage d’inhibition de radical DPPH a été simultanément augmenté avec
l'augmentation de la concentration des EBF, EAT de 25 a 250 pg/ml. Le pourcentage
d'inhibition a été de 31.55 et 29.33 & la petite concentration de 25ug /ml et de 71.48 & 81.77
a la plus grande concertation de 250 ug/ml pour EBF, EAT respectivement (Figure 29,30).
L’EBG a un pourcentage d’inhibition de 27,7% a 2.5pg/ml et 89.21 a 100 pg / ml (Figure
31).
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Figure 29 : L”’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations de

I’extrait brut des feuilles de Peganum harmala.
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Figure 30 : L’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations des

alcaloides du Peganum harmala.
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Figure 31: L’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations de

I’extrait brut des graines de Peganum harmala.

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus (EBF, EBG, EAT) de la plante Peganum
harmala a été faite en comparaison avec un antioxydant de référence qui est I’acide
ascorbique et a été exprimée en ICso. Ce parametre est défini comme étant la concentration
efficace de I’extrait capable de piéger 50% des radicaux DPPH dans le mélange réactionnel,

ou I’activité la plus forte correspond a 1’ICsg la plus faible.

L 'ICso obtenu pour la totalité des extraits, sont représentés dans la figure ci-dessous (Figure

32) dont les valeurs sont exprimées en pg / ml.
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Figure 32: Valeurs d’ICs, des différents extraits de Peganum harmala et d’acide ascorbique.
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Chaque valeur d'ICs, représente la moyenne + SD (p < 0.05). * Significativement différent
pour p< 0.05. L’activité antioxydante de I’acide ascorbique est trés différente et élevée par

rapport aux extraits.
111.4.2 Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

C’est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide, reproductible, et facile a exécuter.
Cette méthode est basée sur la capacité des extraits a réduire le fer ferrique Fe** en fer ferreux
Fe?*. La puissance de réduction est I’un des mécanismes. Nous avons opté pour tester les
différents extraits de la plante étudiée. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes
pour chaque extrait et en comparaison avec un antioxydant standard qui est ’acide ascorbique
(Figure 33, 34,35).

L’EBG est généralement le plus actif avec une densité optique maximale de 0,667 nm a la
concentration 800u/ml (Figure 32), suivis de ’EAT et EBF avec des absorbances respectives

:0,5820 nm et 0,304 nm (Figure 33,34).
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Figure 33: Pouvoir réducteur d’EBG et acide ascorbique.
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Figure 34 : Pouvoir réducteur d’EAT et acide ascorbique.
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Figure 35: Pouvoir réducteur d’EBF et acide ascorbique.

Tous les extraits de la plante présentent des activités antioxydantes nettement inférieures a

celles de I’antioxydant de référence (acide ascorbique).

I11. 5 Activité antibactérienne des extraits de Peganum harmala

I11.5.1 Test de toxicité de DMSO

Si les extraits doivent étre soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut
également étre critiqgue car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. L'attention devrait également étre prétée aux interactions possibles entre le solvant
et les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés pour produire

des complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation, ou I'isomérisation de ces
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composés. Pour cela le DMSO a été teste comme solvant, les résultats montrent que le solvant

est approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches bactériennes.

I111.5.2 Sensibilité des bactéries aux extraits bruts et alcaloidique de Peganum harmala
La méthode de diffusion a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien des extraits
bruts et contre quatre souches bactériennes testées.

Les résultats sont exprimés par des diamétres de zones d'inhibition exercées par les
différentes concentrations des extrais et les antibiotiques standards utilisés
Amoxicilline/acide clavulanique (AM .C), Ceéfazoline(CZz), Céftazidime (CAZ) et
Trimethoprim/Sulfamethoxazole (SXT).

En se basant sur les résultats obtenus, on observe que les zones d’inhibitions sont augmentées
avec une élévation des concentrations des extraits. En plus tous nos extraits sont efficaces
contre toutes les souches bactériennes examinées (Gram -, Gram +).

L’EBF a montré des zones d’inhibitions variant de 24 mm - 26.5 mm pour 200 mg/ml et de
6.5mm a 07mm pour 1.562 mg/ml (Tableau 4).

Tableau 4 : Diamétre des zones d’inhibition (en mm) de différentes concentrations d’EBF

(mg/ml). Moyenne + SD

Bactéries testées Concentration (mg mL-1)

0.78 1.562 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
Bacillus cereus - 6.5£t01 6.5+01 65+01 9,5+0.5 105+1.5 13+00 155+05  26,5t£1.5
E .coli - - 6.5£01 6,5+0.5 7,5+0.5 08,5#0.5 115405 16+01 24+01
S.aureus - 7+0.5 705 7.5+05 9+01 11+01 13,240.7 16,3+t1.5 25,5+0.5
S. typhimurium - - 7+ 01 705 75+05 95+0.5 125+05 1501 24,5+0.5

En plus, on a marqué pour ’EAT des zones inhibitions variant de 24 mm a 27.5mm pour 200
mg/ml et de 6.5 pour la plus faible concertation de 0.78 mg/ml (Tableau 5). Il n’existe pas une
différence significative entre EBF et EAT contre les souches testées.

Tableau 5 : Diamétre des zones d’inhibition (en mm) de différentes concentrations d’EAT

(mg/ml).Moyenne £ SD.

Bactéries testées Concentration (mg mL-1)

0.78 1.562 3.125 6.25 125 25 50 100 200
Bacillus cereus 6.5 +05 6.5 +05 7 05 8+05 95405 10+01 13,5+1.5 17+01 27,5+1.5
E .coli 6.5£01 6.5+01 6.5+£0.5 6,5+0.5 8,5+0.5 8,5+1.5 125+0.5 17+01 24102
S.aureus 6.5£01 7+01 7+ 01 8 +01 9+01 11 5+0.5 14.5+15 18%01 2601
S. typhimurium 65401 6.5+01 65+01 705 9+01 8,5¢1.5 12401 14505 25x01
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L’EBG a montré une forte zone d’inhibition pour Bacillus cereus (33mm) (Tableau 6). Le
profil d'activité antimicrobienne d’EBG contre les souches testées a indiqué que Bacillus
cereus est la bactérie la plus sensible de toutes les souches pour la plus grande concentration
de 200 mg/ml.

Les autres souches bactériennes étudiées (E. coli, S.aureus, S. typhimurium) ont montré des
zones d’inhibitions variant de 20 mm a 22 mm. On note que I’efficacité d’EBG eétait
meilleure avec Bacillus comparés avec les autres souches examinées.

Tableau 6: Diamétre des zones d’inhibition (en mm) de différentes concentrations d’EBG

(mg/ml) .Moyenne + SD

Bactéries testées Concentration (mg mL-1)

0.78 1.562 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
Bacillus cereus - 6.5 +0.5 6.5£0,70 8.5%0,7 1300 15.5+0,7 17.5+0,7 19.5+0,7 33%5,6
E .coli 7+0.7 7+0.7 7+0.35 9.5+0,70 13.5+35 18+4,2 19.5+0,7 21+14
S.aureus - 6.5 0.5 7+1,4 8+14 11.5+0,7 12.5%0,7 15%0,7 16+1,41  20.5+0,7
S. typhimurium - 6.5+00 6.5+ 00 8.5+ 00 9+00 9+1,4 18+1,4 19.5+0,7 22.5£35

L'activité des extraits (EBF, EBG, EAT) était plus haute en comparaison avec de AM.C et
CAZ pour les souches bactériennes étudiees. En plus dans le cas du S. aureus et Bacillus
cereus l'activité des extraits (25,5+0.5, 20.5+0.5, 26+01 respectivement) et (26,5%1.5,
3345.6, 27.5£1.5 respectivement) était supérieure a celui du Céfazoline (16 mm, 21mm) et
relativement la méme pour E. coli (24.5 mm) et S. typhimurium (21mm) (Tableau7). Tous les
extraits ont montré des zones d’inhibitions plus élevés contre les souches (S. aureus, Bacillus
cereus et S. typhimurium en comparaison avec 1’antibiotique SXT .Au contraire, tous les
extraits ont monté des zones d’inhibition relativement inferieur en comparaison avec SXT
(25.6 mm) contre la souche E. coli.

Tableau : 7 Diamétre des zones d’inhibition (en mm) de différentes concentrations des

antibiotiques standards.

Bactéries Antibiotiques
Céfazoline Trimethoprim/Sulfamethoxazole Céftazidime Amoxicilline/acide
(C2) (SXT) (CAZ) clavulanique AM .C
Bacillus cereus 21 15 11 13
E. coli 24.5 25.6 12 13
S. aureus 16 11 11 18
S.typhimurium 21 20 17 16
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Les valeurs de CMI et CMB obtenues sont présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 8)

Tableau 8 : CMI et CMB (mg/ml) de différents extraits

Bactéries testées Concentration (mg mL-1)
EBF EBG EAT
CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMBJ/CMI CMI CMB CMB /CMI
Bacillus cereus 156  3.125 2 1.56 6.25 4 0.78 6.25 8
E .coli 3.125 6.25 2 1.56 3.125 2 0.78 3.125 4
S.aureus 1.56 6.25 4 1.56 3.125 2 0.78 3.125 4
S. typhimuium 3.125 125 4 1.56 125 8 0.78 3.125 4

111.6 Activité antifongique des extraits de Peganum harmala
111.6.1 Effet des extraits sur la croissance des champignons

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne d’Aspergillus niger variant avec
I’augmentation de la concentration d’EBF, EBG et EAT (Tableau 9). L’EBF a montré un
pourcentage d’inhibition plus élevé pour la plus grande concentration de 200 mg/ml en
comparaison avec I’EBG et EAT. Ce résultat montre I’efficacit¢ de I’'EBF pour [’Aspergillus
niger.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum variant
avec I’augmentation de la concentration surtout de I’EAT .Ce dernier a marqué pour la plus
grande concertation de 200 mg/ml un pourcentage d’inhibition de 64,86 %, puis de 39,18 ala
plus petite concentration de 6.25 mg/ml. Tandis que les EBF et EBG ont montré pour la
plus grande concentration de 200 mg/ml des pourcentages d’inhibition respectifs de 57.43%
et 58,51 %, puis de 4,05 et 12,216 % pour la plus petite concentration de 6.25 mg/ml
L’activité inhibitrice de I’extrait alcaloidique est plus importante que les extraits bruts pour le
Fusarium oxysporum.

Tableau 9 : Les effets toxiques des extraits sur la croissance des souches fongiques testées A.
Niger, Fusarium oxysporum.

Concentrations EBF EBG EAT
mg/ml A. Niger Fusarium  A.Niger  Fusarium A. Niger Fusarium
200 75.42% 57.43% 55.10% 58.51% 47.95% 64.86%
100 64.28% 16.21% 48.97% 35.67% 40.81% 56.75%
50 42.85% 12.16% 42.85% 24.32% 28.57% 59.45%
25 34.69% 10.13% 34.69% 25% 24.48% 52.70%
12.5 24.48% 9.45% 20.40% 23.64% 18.36% 45.94%
6.25 10.20% 4.05% 12.24% 12.16 6.12% 39.18%

e
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111.6 .2 Effet des extraits sur la croissance radiale des champignons

Pour déterminer aussi les propriétés antifongiques de nos extraits, ces derniers ont été
examinés contre la croissance radiale mycelienne. Les extraits ont un effet inhibiteur
significatif sur la croissance radiale mycélienne d'Aspergillus niger (Figure 36, 37,38). Cet
effet a été prononce surtout pour les concentrations les plus élevées. Le champignon a pu se
développer mieux a la concentration la plus faible et I'effet n'a pas été significativement

différent par apport aux témoins.
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Figure 36 : Effet de différentes concentrations d’EAT sur la croissance radiale d 'Aspergillus
niger.
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Figure 37 : Effet de différentes concentrations d’EBF sur la croissance radiale d 'Aspergillus
niger.
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Figure 38 : Effet de différentes concentrations d’EBG sur la croissance radiale d 'Aspergillus

niger.

Concernant I’effet des extraits sur la croissance radiale de Fusarium oxysporum, on a
remarqué que I’EAT a considérablement affecté la croissance radiale mycélienne (effet

inhibiteur significatif) pour toutes concentrations et la durée d’incubation testée (Figure 38).
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Figure 39 : Effet de différentes concentrations d’EAT sur la croissance radiale de Fusarium.
Oxysporum.

L’EBF a un effet inhibiteur significatif sur la croissance radiale mycélienne de Fusarium

oxysporum surtout pour la concertation la plus élevée de 200 mg/ml. Pour les autres
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concentrations

qui suivent les extraits n’ont pas affectés la croissance mycélienne et le

champignon a pu se développer et I’effet n’a pas été significativement différent aux témoins

(Figure 40).
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Figure 40 : Effet de différentes concentrations d’EBF sur la croissance radiale de Fusarium

oxysporum

L’EBG a un effet inhibiteur significatif sur la croissance radiale mycélienne de Fusarium

oxysporum surtout pour la concertation la plus élevée de 200 mg /ml (Figure 41).
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Figure 41: Effet de différentes concentrations d’EBG sur la croissance radiale de Fusarium

oxysporum.
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111.7 Détermination de la DLs, chez les souris
111.7.1 Détermination de la DLso chez les souris femelles
111.7.1.1 Observation du comportement et symptomes cliniques des animaux

Des signes de toxicité sont observés des le début du traitement. Les animaux ont montré une
carte clinique caractérisée par des symptdmes suivants : perdre de l'activité de locomotion,
ataxie, alors que les syndromes nerveux sont excitabilite, tremblement, une respiration
accelérée, des yeux saillants. Secondairement, 1’activité des animaux se réduit, leur démarche
devient lente, puis peu a peu ils se couchent avec pattes postérieures écartées.

La mort des souris a été notée dans les premiéres minutes apres 1’injection des alcaloides pour
les doses plus élevés de 275- 560 mg/kg. Les souris ayant survécues dans les groupes traités
ne s’alimentent pas et restent dans un état critique mais elles retrouvent leur état normal a
partir du deuxieme jour.

111.7.1.2 Calcul de la DLsg par la méthode de Lichfield et Wilcoxon (1949)

Aprés administration des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala, par voie
intrapéritonéale aux différents lots de souris avec des doses différentes comprises entre 85
mg/kg et 560 mg/kg, la mortalité des souris femelles en pourcentage et en unités des probits

en fonction de la dose sont présentés dans le tableau 10.

Tableau 10: Tableau caractérisant « «Dose - Réponse »par dose unique apres une injection

intrapéritonéal des alcaloides totaux de Peganum harmala chez les souris femelles (n=10).

Dose  Mortalité Effet observé Effet attendu Différence Y 2
mg/kg Probit % Probit % de %

85 0/10 2,71 11 03 3.3 2.2 0,015
180 1/10 3,72 10 3,6 8.1 1.9 0.05
275 2/10 4,16 20 4.49 30.4 10.4 0,07
370 5/10 5,00 50 5.00 50 00 00
465 7/10 5,52 70 5.40 65.4 4.6 0,01
560 10/10 6.45 92.6 5.65 74.2 18.4 0.18

» Détermination des paramétres létales des souris femelles traitées par
intrapéritonéale avec les alcaloides totaux de Peganum harmala

La somme des diverses contributions au y2 : X x2 expérimental = 0.280

x2 de la droite: x2 = £ cony2 .N/K=0280.60/6= 2.8 (N: nombre total d’animaux, K : le

nombre total de doses).
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La valeur de x2 théorique pour le seuil de probabilité p= 0.05 pour un degré de liberté n = 6-2
(les nombres de doses-2) est: y2 tabule =9.49 donc y2 expérimental < 2 théorique. Donc le
travail est acceptable. A partir des données présentées au tableau, on trace la courbe Probit en

fonction de (log dose) (Figure 42).

v =4 484% - 5 4949
== 0958

5.5 LDso= 363.07mg/kg

Probi
P
4]

Log dose mg/kg

Figure 42 : Courbe caractérisant la dépendance « Dose- Réponse » de la simple application
par intrapéritonéal des alcaloides totaux des graines Peganum harmala chez les souris

femelles.

La DLsg calculée a partir de la droite tracée est égale a 363.07mg/kg
La DLg=218.77 mg/kg

La DLgs = 588. 84 mg/kg

e Lapente (S)
S = (DLgs/ DLsp + DLso/ DL3g)/2 = 1.64

e L’intervalle de confiance
Pour le seuil de probabilité P=0.05 I’intervalle de confiance de La DLsp est compris entre :
La limite supérieure : DLsg.f DLsp,
La limite inferieure: DLso / f DLsg avec fDLsp =527 VN’, N’: le nombre d’animaux situes
entre DLg et DLg, donc I’intervalle est : 292.32 mg/kg <DLy < 450.93 mg/kg

.
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111.7.1.3 Estimation de la DLs, des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala
chez les souris femelles par la méthode de probits-Méthode des moindres carrés

La deuxiéme méthode utilisée, pour estimer et confirmé la DLs, des alcaloides totaux des
graines de Peganum harmala est la méthode de « probits-Méthode des moindres carrés. »
Les résultats d’analyse par cette méthode exprimés en pourcentage et en unités des probits en

fonction des doses injectées sont présentes dans le tableau 11(Benbott et al ., 2013) .

Tableau 11 : Les résultats d’analyse obtenus par probits-Méthode des moindres carrés
exprimés en pourcentage et en probits apres une injection intrapéritonéale des alcaloides

totaux de Peganum harmala chez les souris femelles.

Dose (stimulus) Pourcentage réel % Nombre des animaux Probits
85 0.025 10 3.039
180 0.1 10 3.718
275 0.2 10 4.158
370 0.5 10 5
465 0.7 10 5.52
560 0.975 10 6.96

La courbe dose -réponse ci-dessous (Figure 43) a permis d’estimer la DLsy de 372,72
mg/kg. Les différentes doses létales (DL) des alcaloides totaux de Peganum harmala chez les
souris femelles par la méthode de probits-Méthode des moindres carrés (Distribution

Normale) sont :
DL 6= 235, 081 mg/kg

DLgs= 510.368 mg/kg

.
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Analyse par I3 méthode de probits

DLg,=510.368 mg/kg

e o o = = - =

&0 DL50=372,72 mg/kg

Réponse (%)
w
<
|
t
|
!
t
|
{
I
t
f
t
[
{
|
I
t
I
t
{
|
t
f
t
[
t
(
}
t
'
t
I
t

DL¢= 235, 081 mg/kg

0 S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Stimulus (Dose)

Ligne de régression (Lissé) —#— Points expénmentaux l

Figure 43: Courbe «dose - réponse » de la simple application par intrapéritonéal des

alcaloides totaux des graines Peganum harmala chez les souris femelles.

111.7.2 Détermination de la DLs chez les souris males
111.7.2.1 Observation du comportement et symptomes cliniques des animaux

Des signes de toxicité sont observés dans les premicres minutes qui suivent I’administration,
surtout pour les concentrations les plus élevé, des alcaloides totaux des graines de Peganum
harmala chez les souris males. Il s’agit essentiellement d’une baisse de ’activité locomotrice,
ataxie, alors que les syndromes nerveux sont excitabilité, tremblement, une respiration
accélérée, des yeux saillants suivis d'amaigrissement dans les jours suivants.

La mort des souris a été notée dans les premieres minutes apres I’injection des alcaloides pour
les doses plus élevés de 275- 560 mg/kg. Les souris ayant survécues dans les groupes traités
ne s’alimentent pas et restent dans un état critique mais elles retrouvent leur état normal a
partir du deuxieme jour.

111.7.2.2 Calcul de la DLs, par la méthode de Lichfield et Wilcoxon (1949)

Aprés administration des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala par voie
intrapéritonéale aux différents lots de souris et avec des doses comprises entre 85 mg/kg et
560 mg/kg, la mortalité des souris en pourcentage et en unités des probits en fonction de la

dose sont présentés dans le tableau 12.
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Tableau 12: Tableau caractérisant « «Dose - Réponse »par dose unique aprés une injection

intrapéritonéale des alcaloides totaux de Peganum harmala chez les souris male (n=10).

Dose  Mortalité Effet observé Effet attendu Différence X2
mg/kg Probit % Probit % de %

85 0/10 2,99 2.2 3.5 6.6 4.4 0,03
180 1/10 3,72 10 3,8 12.6 2.6 0.007
275 3/10 4,48 30 4.5 31.0 10 00
370 5/10 5,00 50 5.00 50 00 00
465 6/10 5,25 60 5.30 61.6 1.6 0,0015
560 10/10 6.43 92.4 5.61 73 19.4 0.1

» Détermination des paramétres létales des souris males traitées par
intrapéritonéale avec les alcaloides totaux de Peganum harmala

La somme des diverses contributions au y2 : X y2 expérimental = 0.1385

¥2 de la droite: 2 = Z cony2 .N/K=0.1385.60/6= 1.385 (N: nombre total d’animaux, K : le
nombre total de doses).

La valeur de 2 théorique pour le seuil de probabilité p=0.05 pour un degré de liberté n = 6-2
(les nombres de doses-2) est: x2 tabule =9.49 donc %2 expérimental < y2 théorique. Donc le
travail est acceptable. A partir des données présentées au tableau 14, on trace la courbe
(Figure 44) Probit = f (log dose).

-
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y = 3,800x% - 4,794
R== 0,991

DLso= 377.57mg/kg

Probit

Log dose mg/kg

Figure 44 : Courbe caractérisant la dépendance « Dose- Réponse » de la simple application
par intrapéritonéale des alcaloides totaux des graines Peganum harmala chez les souris

males.

La DL calculée a partir de la droite tracée est égale a 377.57mg/kg
La DLys = 206.07 mg/kg

La DLgs =691.83 mg/kg

e Lapente (S)
S = (DLg4/ DLsp + DLso/ DL16)/2 = 1.832
e L’intervalle de confiance
Pour le seuil de probabilité P=0.05 I’intervalle de confiance de La DL est le suivant :
La limite supérieure : DLsg .f DLso, la limite inferieure: DL50 / f DLsg avec fDLsg =g>77 VN’,
N’: le nombre d’animaux situes entre DL;g et DLga.

Donc I’intervalle est comprise entre : 289.76 mg/kg <DL50 < 491.97mg/kg.

111.7.2.3 Estimation de la DLsy des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala
chez les souris males par la méthode de probits-Méthode des moindres carrés.

La deuxiéeme methode utilisée, pour estimer et confirmer la DLsy des alcaloides totaux des
graines de Peganum harmala est la méethode de « probits-Méthode des moindres carres. »
Les résultats d’analyse par cette méthode exprimés en pourcentage et en unités des probits en

fonction des doses injectées sont présentés dans le tableau 13 (Benbott et al ., 2013) .

-
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Tableau 13: Les résultats d’analyse obtenus par probits-Méthode des moindres carrés
exprimés en pourcentage et en probits apres une injection intrapéritonéal des alcaloides

totaux de Peganum harmala chez les souris males.

Dose (stimulus) Pourcentage réel % Nombre des animaux n  Probits
85 0.025 10 3.039
180 0.1 10 3.718
275 0.3 10 4.476
370 0.5 10 5
465 0.6 10 5.25
560 0.975 10 6.96

La courbe dose -réponse ci-dessous (Figure 45) a estimé une DLsy de 377,48 mg/kg. Les
différentes doses létales (DL) des alcaloides totaux de Peganum harmala chez les souris

males par la méthode de probits-Méthode des moindres carrés (Distribution Normale) sont :
DLs= 220, 631 mg/kg

DLg4= 534.33 mg/kg

Analyse par la méthode de probits
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Figure 45: Courbe «dose - réponse » de la simple application par intrapéritonéal des

alcaloides totaux des graines Peganum harmala chez les souris méles.
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111.7.3 Etude de la sensibilité de sexe (souris femelles et méles) aux alcaloides totaux des

graines de Peganum harmala

D’apres les données des doses testées et les probits obtenus pour déterminer les DL d’une
simple application et par intrapéritonéale des alcaloides totaux des graines de Peganum
harmala chez les souris méles et femelles, on trace les courbes « dose-réponse » (Figure 46)

pour tester la sensibilité liée au sexe.

6.0 — Probit femelles
5.5+ — Probit males
5.0+

4.5+

Probit

4.0+

3.5+

3.0 T T
2.0 2.2 2.4 2.6 2.8

Log dose

Figure 46 : Courbe caractérisant la dépendance « Dose- Réponse » de la simple application
par intrapéritonéale des alcaloides totaux des graines Peganum harmala chez les souris des

deux sexes.

» Détermination des paramétres d’étude de la sensibilité de sexe aux alcaloides
totaux des graines de Peganum harmala

La pente de chaque courbe est calculée a partir des valeurs de la DL 59, DL 1€t DL g4

Tans que le SR< FSR on peut dire que les deux courbes sont pratiquement identiques

(superposés) donc I’effet 1étal pourrait étre identique chez les souris males et femelles

=
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Tableau 14 : Paramétres de comparaison « dose-réponse » de la simple application par
intrapéritonéale des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala chez les souris males

et femelles

Les parameétres Equation des calcules Souris femelles  Souris males
calculés

Do (molkd) 363.07 377.57

DLg4 (Mg/kg) 588.84 691.83

pasle 218.77 206.07

K= Coefficient de K=1/DLgy.S
effet 1étal 1.67.10°3 1.44 1073

Z= Lazone de Z= DLgs/ DLsg
Peffet 1étal 2.691 3.357

S =Lapentedela S= DLg4/DLsp+ DLso/ DL3g
droite 1.64 1.832
2

Fs = coefficient de
Pintervalle de S Fs 1.22 1.35

FSR = coefficient de

la relation entre les FSR 1.43
pentes.

SR = La relation SR=S1/S2, S1>82

entre les pentes des 1.11
droites

I11.8 Toxicité aigle des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala

chez les souris femelles

111.8.1 Le poids corporel et la masse relative des principaux organes des souris femelles
dans les conditions de la toxicité aigle
Le poids corporel des souris femelles témoins et traitées dans les conditions da la toxicité

aigiie est présenté dans le tableau 15. Aucun changement significatif n’a été enregistré dans le

poids corporel des animaux traités au 5°™ jour par rapport au témoin (5°™ jour).

@
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Tableau 15: L’effet des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala sur le poids
corporel (g) des souris femelles traitées par la dose de 118 mg/kg dans les conditions de la

toxicité aiglie. Les résultats sont exprimes par moyenne + SEM.

Groupes 1% jour 5™ jours Le gain
Traité sacrifié apres 31.70+1.055

le 1 jour

Traités sacrifié 31.24+1.957 30.80+0.988 0.27+0.063
apres 5 jours

Témoins 34.80+0.904 35.57+0.593 0.58+0.407

* Significativement différent pour p< 0.05.

Aprés dissection, 1’examen macroscopique des principaux organes in situ (rein, foie,
poumons, cerveau, rate et cceur), n’a révélé aucun changement morphologique dans les
organes des souris traitées par les alcaloides totaux des graines de Peganum harmala en
comparaison avec ceux des souris témoins.

La variation de la masse relative des différents organes des souris traitées par alcaloides
totaux des graines de Peganum harmala en comparaison avec des souris des lots témoins, a
montré une augmentation significative aprés le 1* jour de 66.20% et 12.83% respectivement
du cceur et de cerveau (Tableau 16).0On a enregistré aussi une diminution significative de la
masse relative de 38.73 % des reins et une augmentation significative de 12.83% de cerveau

5eme

respectivement pendant le jour aprés I’application (Tableau 16). La masse relative des

autres organes : foie, rate, poumons n’a pas connu aucun changement notable dans le 1% jour
5éme

et le jour apres application des alcaloides totaux de Peganum harmala.

Tableau 16: Masse relative des organes des souris femelles traitées dans les conditions de la
toxicité aigiie par la dose de (118 mg/kg =~ 1/3 DLsp) des alcaloides totaux des graines de

Peganum harmala. Les résultats sont exprimés par moyenne + SEM

Organes Témoins Traités du 1° jour Traités du 5°™ jour
Foie 0.051+ 0.002 0.051+0.003 0.058+0.0005
Reins 0.0142 £ 0.002 0.0092+0.0003 0.0087+0.0004*
Rate 0.0041+0.0002 0.0168+0.008 0.0047+0.0003
Coeur 0.0049+0.0002 0.0145%0.0003*** 0.0045+0.0001
Poumons 0.0095+0.001 0.139+0.006 0.0067+0.0001
Cerveau 0.0129+ 0.0004 0.0148+0.0003* 0.149+0.0004*

* Significativement différent pour p< 0.05.
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111.8.2 Etude des paramétres hématologiques

Les résultats hématologiques obtenus sont illustrés dans le tableau 17. Pour la toxicité aigle
du premier jour, les parameétres hématologiques n’ont montré aucun changement notable. Au
5éme

cours du
diminution significative de MCV de 8,38 %.

jour, on a enregistré une augmentation significative des MCHC 10.58 % et une

Tableau 17 : Parametres hématologiques des souris femelles traitées dans les conditions de la
toxicité aigu€ par la dose de (118 mg/kg = 1/3 DLsg) des alcaloides totaux des graines de

Peganum harmala. Les résultats sont exprimeés par moyenne + SEM

Paramétres Témoins Traités du 1°" jour Traités du 5°™ jour
RBC 10/mm 7.737 £ 0.292 7.914 + 0.270 7.39 £0.180
MCV fL 45,90 £ 0,511 44,42 + 0,760 42,05+ 0,424**
HCT % 351 37+2 31+0.9

WBC 10¥mm 6,233 + 0,6412 6,371 + 0,8676 6,980 + 1,877
PLT 10¥mm 249+41.43 412.74£50.06 413.7£56.77
HGB g/dI 12,83 + 0,306 13,65 + 0,433 12,57 + 0,260
MCH pg 16,68 £ 0,439 16,53 + 0,413 17,07 £ 0,525
MCHC g/dL 36.33+0.73 37.05+£1.51 40.63£1.27*

* Significativement différent pour p< 0.05.
111.8.3 Etude parametres biochimiques sériques

L’¢étude des paramétres biochimiques sériques pour 1’évaluation de I’état du foie et des reins

des souris traitées par des alcaloides de Peganum harmala a montré des changements

5eme

significatifs pendant le jour. Des augmentations significatives d’AST (51 ; 42%) et de

PAL (40.72%) sont observées pendant le 5°™ jour. (Figure 47). Avec une augmentation

eme

significative d’urée (41.45%) pendant le 57 jour est enregistrée (Figure 48).
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Figure 47 : Effet aiglie des alcaloides totaux du Peganum harmala (118 mg/kg ~ 1/3 DLsp)
sur quelques parameétres biochimiques sériques (AST, ALT, ALP) des souris femelles. Les
résultats sont exprimés par moyenne + SEM. * Significativement différent pour p< 0.05.
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Figure 48: Effet aigue des alcaloides totaux du Peganum harmala (118mg/kg =~ 1/3 DLsg) sur
quelques parameétres biochimiques sériques (Urée, créatinine) des souris femelles. Les

résultats sont exprimés par moyenne + SEM. * Significativement différent pour p< 0.05.

111.8.4 Etude histologique

Les figure ci-dessous (49, 50, 51), mettent en évidence les observations histologiques au
niveau du foie, des reins et du cerveau dans les conditions de la toxicité aigie par des
alcaloides totaux des graines de Peganum harmala. Aucune pathologie caractéristique, ni
anomalie dans I’architecture des cellules du rein des groupes traités (1 jour et 5™ jour) par

rapport aux témoins n’ont été observées.

Par contre, les coupes histologiques du foie ont montré une surcharge hépatocytaire au niveau
des hépatocytes ou elles apparaissent sous une forme agrandie avec un cytoplasme trés étalé.
Le cerveau a montré la présence des cedémes dans les groupes traités en comparaison aves les

groupes témoins.
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Figure 49: Coupes histologiques des tissus des reins des souris femelles traitées dans les conditions
de la toxicité aigie avec la dose de 118 mg/kg. (A) Groupe témoins (G : glomérules ). (B), (C):

Groupes traités pour le 1% jour et 5°™. Coloration éosine hématoxyline. X40

Figure 50 : Coupes histologiques des tissus du cerveau des souris femelles dans les conditions de la

toxicité aigiie avec la dose de 118 mg/kg. (A) Groupe témoins. (B), (C) : Groupes traités pour le 1%
5éme

jour et jour : montrent la présence des cedémes :(O cedéme). Coloration éosine hématoxyline. X40
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Figure 51 : Coupes histologiques des tissus du foie des souris femelles traitées dans les conditions de
la toxicité aigue avec la dose de 118 mg/kg. (A) Groupe témoins (VC : veine centrale. Groupes
traités (B) :1* jour, (C) 5°™ jour : montrent une surcharge hépatocytaire (SA), CN : Congestion.
Coloration éosine hématoxyline. X40
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I11.9 Toxicité subaiglie des alcaloides totaux des graines de Peganum

harmala chez les souris femelles

111.9.1 Les signes généraux et la variation du poids

Au cours de toxicité subaigiie par les alcaloides de Peganum harmala chez les souris
femelles traitées par la dose de 18 mg/kg, on a noté une agressivité chez les souris a partir

de la 2°™ semaine jusqu’aux derniers jours d’application.

Les pesées hebdomadaires tout au long de la durée de 1I’expérimentation (28 jours) ont permis
de suivre I’évolution pondérale des groupes traités et témoins, les résultats obtenus sont
rapportés dans la figure (52). L’évolution pondérale du groupe traité a connu une baisse
3éme

significative a la 2°™ semaine puis elle a marqué une récupération pour la el la

derniere semaine. Les témoins ont présente une évolution normale de leurs poids.
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Figure 52: L'effet des alcaloides totaux de Peganum harmala sur 1’évolution du poids des
souris traitées dans les conditions de la toxicité subaigie. Valeurs sont exprimés moyenne

+SEM. * Significativement différent pour p< 0.05.
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111.9.2 Masse relative des différents organes des souris femelles dans les conditions de la

toxicité subaigué

Comme dans la toxicité aigiie, I’examen macroscopique des organes n’a révélé aucun
changement morphologique a I’eeil nu chez des souris traitées par les alcaloides totaux des

graines de Peganum harmala en comparaison avec les souris témoins.

La masse relative des organes n’a révélé aucun changement notable. A 1’exception d’une
augmentation significative da la masse relative du cerveau de 54.83 % en comparaison avec

le groupe traité a été constaté (Tableau 18)

Tableau 18 : Masse relative des organes des souris femelles traitées dans les conditions de la
toxicité subaigiic par la dose (18 mg/kg ~ 1/20 DLsg) des alcaloides totaux des graines de

Peganum harmala. Valeurs sont exprimés moyenne + SEM

Groupes Témoins Traités du 28 °™ jour
Foie 0.051+ 0.0030 0.046+0.0016
Cerveau 0,014 + 0,0004 0,031 + 0,016***
Reins 0,0107+ 0,0005 0,0099 + 0,0003
Poumons 0,0068 + 0,0003 0,0077 + 0,0004
Ceeur 0,0050 + 0,0002 0,0047 £ 0,00018
Rate 0,0057 = 0,0002 0,0052 £+ 0,0003

* Significativement différent pour p< 0.05.
111.9.3 Etude des paramétres hématologiques

Les valeurs individuelles des parametres hématologiques des souris témoins et traités sont
consignées dans le tableau (19). On ne constate aucune variation des parametres
hématologiques (RBC, MCV, HCT, MPV, PLT, HGB, MCH) pendant toute la durée de
traitement. Les taux d’hémoglobine (HB), d’hématocrite (HT), de globules rouges (GR) et des

globules blancs (GB) des souris traités sont restés comparables a celles des souris témoins.
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Tableau 19 : Parameétres hématologiques des souris femelles traitées dans les conditions de la

toxicité subaigiie par la dose (18 mg/kg ~ 1/20 DLsp) des alcaloides totaux des graines de

Peganum harmala. Valeurs sont exprimés moyenne + SEM

Parameétres Témoins Traités du 28 °“™ jour
RBC 10%/ 7,820 + 0,2474 8,471 £ 0,2194
MCV fL 53,50 = 0,5000 51,57 £0,7825
HCT % 43,78 + 2,082 43,61 + 1,232
WBC 10¥/mm 7,017 £0,9148 6,043 £ 0,9614
PLT 10%mm 924,8 + 80,16 1009 + 121,9
HGB g/dI 13,52 + 0,2701 14,31 + 0,2040
MCH pg 17,30 £ 0,3445 16,96 + 0,3221
MCHC g/dL 32,35+ 0,4759 32,97 £0,6171
Lymphocyte % 81,88 + 1,860 69,40 + 4,647*
Monocyte % 10,88 + 1,028 16,70 + 1,667*
Granulocyte % 7,183+ 1,073 13,92 £ 3,125*

* Significativement différent pour p< 0.05.

A D’exception une augmentation significative des monocytes et des granulocytes avec une

diminution significative du nombre des lymphocytes sont notées.

111.9.4 Etude des parametres biochimiques sériques

Les résultats du suivi sur 28 jours des taux sériques d’AST et ALT sont rapportés dans la

figure 53 et révelent une augmentation significative de leurs valeurs de 64.76% et 67.74

respectivement par rapport a ceux du groupe témoin. Cependant les valeurs moyennes des

taux sériques de la PAL n’ont monté aucun changement notable.

Les résultats de 1’évolution de la créatinémie et de 1’urémie chez les souris traitées en

comparaison avec le groupe témoin n’ont montré aucune différence significative (Figure 54).
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Figure 53 : Effet subaigué des alcaloides totaux du Peganum harmala (18 mg/kg ~ 1/20
DLsg) sur quelques parametres biochimiques (AST, ALT, PAL) des souris femelles. Les
résultats sont exprimés par moyenne £ SEM. * Significativement différent pour p< 0.05.
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Figure 54 : Effet subaigué des alcaloides totaux du Peganum harmala (18 mg/kg ~ 1/20

DLsg) sur quelques paramétres biochimiques sériques (créatinine, urée) des souris femelles.

Les résultats sont exprimés par moyenne £ SEM. * Significativement différent pour p< 0.05.
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111.9.5 Etude histologique

L’observation des coupes histologiques des reins des souris femelles traitées dans les
conditions de la toxicité subaiglie par des alcaloides totaux des graines de Peganum
harmala a monté une congestion sanguine du parenchyme rénal en comparaison avec le

groupe témoins (Figure 55).

Les coupes histologiques du foie, ont permis de constater la conservation de la structure
architecturale des lobes hépatiques, néanmoins des congestions sanguines sont observées chez
des souris femelles traitées par rapport aux témoins. Les coupes histologiques du cerveau des
souris traitées n'ont pas noté de changement dans leurs structures, sauf la présence des

quelques des cedémes (Figure 55).

Figure 55 : Coupes histologiques des tissus : (A) des reins, (B) du foie, (C) du cerveau dans
des souris femelles traitées les conditions de la toxicité subaigue avec la dose de 18 mg/kg.
CN : Congestion Coloration éosine hématoxyline. X40
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I11.10 Toxicité aigie des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala

chez les souris males

111.10.1 Le poids corporel et la masse relative des difféerents organes des souris males

dans les conditions de la toxicité aigle

Le poids corporel des souris males témoins et traitées dans les conditions da la toxicité aigle
est présenté dans le tableau 20. Aucun changement significatif n’a été enregistré dans le poids

corporel des animaux traités au 5éme jour par rapport au témoin (5éme jour).

Tableau 20 : L’effet des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala sur le poids
corporel (g) des souris males traitées par la dose de 118 mg/kg dans les conditions de la
toxicité aigiie. Les résultats sont exprimés par moyenne + SEM. Les résultats sont exprimés

par moyenne = SEM.

Groupes 1% jour 5™ jours Le gain
Traité sacrifié apres le 1 jour 32 +0.748

Traités sacrifié aprés 5 jours ~ 31+0.258 30.84+0.300 1.027+0.263
Témoins 28.20+0.61 27.02+0.398 1.765+0.379

L’examen macroscopique des organes in Situ (rein, foie, poumons, cerveau, rate, cceur et
testicules) des souris males traitées par les alcaloides totaux des graines de Peganum harmala,
n’a révélé aucun changement morphologique notable en comparaison avec ceux des souris
témoins. Le poids relatif des organes des groupes traités (aprés 24 h et 5jours du traitement)

n’a monté aucun changement significatif en comparaison avec le groupe témoin (tableau 21).
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Tableau 21 : Masse relative des organes des souris males dans les conditions de la toxicité

aigiie traitées par la dose de (118 mg/kg = 1/3 DLsp) des alcaloides totaux des graines de

Peganum harmala. Les résultats sont exprimés par moyenne + SEM.

Organes Témoins Traités du 1* jour Traités du 5°™ jour
Foie 0,0407x 0.002 0,0440x0.003 0,0474+0.002
Reins 0.0114 = 0.0010 0.0107x0,0016 0.0101+0.0004
Rate 0.0045x0.0005 0.0039+0.0008 0.0039+0.0005
Ceeur 0.0041+0.0003 0.00430.0006 0.0046+0.0009
Poumons 0.0077x0.0006 0.0079+0.0008 0.0083+0.001
Cerveau 0.0136x 0.001 0.0109+0.001 0.0119+0.0006
Testicules 0.0064 £ 0.0006 0.0060£0.0005 0.0065+0.0005

* Significativement différent pour p< 0.05.

111.10.2 Etude des parametres hématologique

Les résultats hématologiques obtenus sont illustrés dans le tableau 22. Ils n’ont révélé aucun

changement significatif dans les paramétres hématologiques (RBC, MCV, HCT, MPV, PLT,

HGB, MCH).

Tableau 22 : Parametres hématologiques des souris males dans les conditions de la toxicité

aigue traitées par la dose de (118 mg/kg =~ 1/3 DLsg) des alcaloides totaux des graines de

Peganum harmala. Les résultats sont exprimés par moyenne + SEM

Parametres Témoins Traités du 1° jour Traités du 5°™ jour
RBC 10%/mm 8.31+1.02 8.10 £ 0.215 9.90 £ 0.301
MCV fL 46,78 = 1.860 45,06 = 0,667 47,60% 0,651
HCT % 39.12+ 5.405 36.94+0.907 47.£1.396
WBC 10%/mm 5,660 + 0,938 6,117 £ 1.475 6,533 = 0.594
PLT 103/mm 455+ 94.20 639.0£87.55 622.8£76.21
HGB g/dI 13,1+£1.33 12,9 £ 0,406 15,9 £ 0,453
MCH pg 15,94 + 0,457 15,24 £ 0,224 16,07 £ 0,499
MCHC g/dL 34.36+1.858 33.42+0.682 33.22+1.016

* Significativement différent pour p< 0.05.
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111.10.3 Etude des parametres biochimiques sériques

Les paramétres biochimiques sériques d’évaluation de la fonction rénale (créatinine, urée) et
hépatiques (AST, ALT, PAL) sont illustrés dans les figures ci-dessous (figure 56, 57) ne
révélent aucun changement significatif a ’exception d’une augmentation significative d’urée

apres le 5°™ jour du traitement.
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Figure 56 : Effet aiglie des alcaloides totaux du Peganum harmala (118 mg/kg ~ 1/3 DLsp)
sur quelques paramétres biochimiques sériques (AST, ALT, PAL) des souris males. Les

résultats sont exprimés par moyenne + SEM. * Significativement différent pour p< 0.05.
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Figure 57 : Effet aige des alcaloides totaux du Peganum harmala (118 mg/kg = 1/3 DLsg)
sur quelques parameétres biochimiques sériques (créatinine, urée)  des souris males. Les

résultats sont exprimeés par moyenne + SEM. * Significativement différent pour p< 0.05.
111.10.4 Etude histologique

Dans les conditions de la toxicité aigtie (du 1" jour et 5™ jour) des alcaloides totaux chez
les souris males, les coupes histologiques du foie (Figure 58) montrent une architecture

normale avec une congestion sanguine hépatique en comparaison avec le groupe témoin.

Les coupes histologiques des reins montrent aussi une congestion sanguine rénale dans les

mémes conditions de la toxicité aigue (du 1 jour et 5°™ jour) (Figure 59).
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istologiques des tissus du foie dans les conditions de la toxicité aigue chez les

souris males avec la dose de 118 mg/kg. (A) Groupe témoins (VC : veine centrale, Sl : sinusoide, NH

: hépatocytes normaux). (B), (C) : Groupes traités de 1° jour et 5°™ jour .CN : congestion hépatique.

Coloration éosine hématoxyline X40.

Figure 59: Coupes histologiques des tissus des reins dans les conditions de la toxicité aigiie chez des

souris males avec la dose de 118 mg/kg. (A) Groupe témoins (G : glomérules ). (B), (C) : Groupes

traités de 1* jour et 5™. CN : Congestion. Coloration éosine hématoxyline. X40
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Figure 60: Coupes histologiques des tissus du cerveau dans les conditions de la toxicité |gUe chez
des souris males avec la dose de 118 mg/kg. (A) Groupe témoins. (B), (C) : Groupes traités de 1%
jour et 5°™ Coloration éosine hématoxyline. X40
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I11.11 Toxicité subaiglie des alcaloides totaux des graines de Peganum

harmala chez les souris males

I111.11.1 Les signes généraux et la variation du poids

Les souris males traitées avec la dose de 18 mg/kg des alcaloides de Peganum harmala dans
les conditions de la toxicité subaigiie ont noté une agressivité & partir de la 2°™ semaine
jusqu’aux derniers jours d’application. Le poids corporel n’a signalé aucun changement
significatif pendant toute les semaines d’expérimentation en comparaison avec le groupe

témoin (Figure 61) (une évolution normale du poids).
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Figure 61 : L'effet des alcaloides totaux de Peganum harmala sur le poids absolu des souris

males dans les conditions de la toxicité subaigué, valeurs sont exprimés moyenne + SEM.
* Significativement différent pour p< 0.05.

111.11.2 Masse relative des différents organes des souris males traités dans les conditions

de la toxicité subaigué

Les masses relatives des différents organes sont mentionnees dans le tableau 23. Elles
montrent une augmentation significative de 24%, 29.41%, 23.80 et 25% respectivement des
reins, poumons, cceur et la rate. Le foie, le cerveau et les testicules n’ont connu aucun

changement significatif en comparaison avec les témoins.
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Tableau 23 : Masse relative des organes des souris males traités dans les conditions de la
toxicité subaigiie traitées avec la dose de (18 mg/kg =~ 1/20 DLso) des alcaloides totaux des

graines de Peganum harmala. Les résultats sont exprimés par moyenne + SEM.

Groupes Témoins Traités du 28°™ jour
Foie 0.046+ 0.0020 0.049+0.0018
Cerveau 0,0131 + 0,0004 0,0128 £ 0,0004
Reins 0,0100« 0,0002 0,0124 £ 0,0003***
Poumons 0,0051 = 0,0003 0,0066 = 0,0003**
Ceeur 0,0042 + 0,0002 0,0052 + 0,00015**
Rate 0,0032 = 0,0002 0,0040 £ 0,0002*
Testicules 0.0058 = 0,0003 0.0064 = 0,0002

* Significativement différent pour p< 0.05.
111.11.3 Etude des parametres hématologique

Les parameétres hématologiques des souris males traitées dans les conditions de la toxicité

subaigiie n’ont montré aucun changement significatif en comparaison avec le groupe témoin
(Tableau 24).

Tableau 24 : Parameétres hématologiques des souris males traités dans les conditions de la
toxicité subaigiie traitées avec la dose (18 mg/kg ~ 1/20 DLso) des alcaloides totaux des

graines de Peganum harmala. Valeurs sont exprimés moyenne + SEM.

Parametres Témoins Traités du 28 “™ jour
RBC 10°% 8,650 + 0,4563 8,507+ 0,1451
MCV fL 47,47 £ 1,029 50,68 * 1,845
HCT % 41,23 £ 2,903 43,07 £ 1,269
WBC 10¥/mm 7,717 £ 0,9300 6,900 £ 0,7572
PLT 10°/mm 645,3 £ 76,35 630.5 £ 72,75
HGB g/dl 13,18 + 0,6400 13,18 +0,1740
MCH pg 15,25 + 0,1628 15,53 £ 0,2445
MCHC g/dL 32,28 £ 0,8416 30,78 + 0,9386

* Significativement différent pour p< 0.05.
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111.11.4 Etude des parametres biochimiques sériques

Les résultats des parametres biochimiques sériques, d’évaluation des fonctions rénales et
hépatiques, sont illustrées dans les figures ci-dessous (Figures 62, 63) et ont révélé aucun

changement significatif en comparaison avec les témoins.
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Figure 62 : Effet subaigué des alcaloides totaux du Peganum harmala (18 mg/kg ~ 1/20
DLsg) sur quelques paramétres biochimiques sériques (AST, ALT, PAL) des souris males.

Les résultats sont exprimés par moyenne £ SEM. * Significativement différent pour p< 0.05.
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Figure 63 : Effet subaigué des alcaloides totaux du Peganum harmala (18 mg/kg =~ 1/20
DLso) sur quelques paramétres biochimiques sériques (créatinine, urée) des souris méales. Les
résultats sont exprimés par moyenne + SEM. * Significativement different pour p< 0.05.

111.11.5 Etude histologique

L’observation des coupes histologiques des reins des souris males traitées dans les conditions
de la toxicité subaigiie par des alcaloides totaux des graines de Peganum harmala a monté
une congestion sanguine du parenchyme rénal en comparaison avec celui du groupe témoins
(Figure 64).

Les coupes histologiques du foie, ont permis de constater la conservation de la structure
architecturale des lobes hépatiques, néanmoins des congestions sanguines sont observées chez
des souris males traitées par rapport aux témoins. Les coupes histologiques du cerveau des

souris traitées n'ont pas montré de changement dans leurs structures (Figure 64).
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Figure 64 : (A) Coupes histologiques des tissus : (A) des reins (B) du foie, (C) du cerveau
des souris males traitées dans les conditions de la toxicité subaigilie avec la dose de 18 mg/kg

chez des souris males. CN : congestion. Coloration éosine hématoxyline. X40.
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I\VV. Discussion

La plante Peganum harmala L. utilisée est identifiée sur la base des données descriptives de
ses caracteristiques morphologiques selon Chopra et al (1960), Maire (1933), Ozanda (1991)
et Bruneton (1999). Elle est connue sous les noms de « harmel ». Il est I’'une des plantes les
plus utilisees en médecine traditionnelle a des fins rituelles, magiques, prophylactiques et
surtout thérapeutiques (Bellakhdar, 1997 ; Sincich, 2002). Les graines sont depuis longtemps
utilisées comme narcotiques, antihelminthiques, antispasmodiques et dans certains cas contre
les rhumatismes et 1’asthme (Bellakhdar, 1997 ; Siddiqui et al., 1988). La plante est
disponible chez tous les herboristes, et elle est présente dans la nature a I'état sauvage. Son
utilisation a des fins thérapeutiques n'est pas dépourvue de danger et expose au risque de
surdosage et de nombreux cas d’intoxication ont déja été signalés chez les animaux et les

humains (Mahmoudian et al., 2002 ; Achour et al., 2012).

Peganum harmala contient des alcaloides de type B-carbolines dont les plus importants sont
I’harmine, I’harmaline, 1’harmol et ’harmalol et quinazolines qui sont responsables des effets
toxicologiques et pharmacologiques (Pulpati et al., 2008 ; Beyer et al., 2009; Herraiz et al.,
2010).

Deux types d’extraction ont été réalisés, le premier est une extraction par macération dans le
méthanol a pour but de préparer les extraits bruts des graines et des feuilles. Les rendements
ont été de 13.44% ; 10.52% respectivement pour ’EBG et I’EBF. L’obtention d’un bon
rendement de ces extrait peut €tre expliquer a 1’utilisation de méthanol qui ‘était un meilleur
solvant parce que le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs facteurs a
savoir le temps de macération, la température, le solvant d’extraction et la nature chimique de
I’échantillon (Su et al., 2006). Le deuxieme est une extraction liquide- liquide des alcaloides
totaux des graines de Peganum harmala qui a permis d'obtenir un extrait de couleur rouge
brique avec un rendement 2.11 %. Ce rendement est en accord avec celui obtenu par Mahdeb

et al. (2013) sur la méme espece.

L’analyse qualitative des extraits bruts des graines et des feuilles, par CCM sur gel de silice, a

permis de noter la présence de constituants sous UV et a fluorescences a 366 nm.

La CCM réalisé pour les alcaloides totaux des graines de Peganum harmala a permis de
mettre en évidence la présence de plusieurs spots, sous UV et a fluorescences a 366 nm. La
révélation avec le réactif de Bouchardat, a permis de montre ’existence de 4 spots

correspondants probablement aux alcaloides B carbolines tels que, harmine, harmaline,
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harmalol, harmol, harman, tétrahydroharmine et harmalicidine (Mahmoudian et al., 2002 ;
Lamchouri et al., 2013) et la présence des alcaloides majoritaires correspondant a I'harmine et
I’harmaline, dont les spots sont clairement plus importants que les autres .Ce résultat est
compatible avec les données bibliographiques de Herraiz et al. (2010) qui ont indiqué que
I'hnarmine et [I'harmaline s'accumulent dans les graines séches entre 4,3 a 5,6%,

respectivement.

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les feuilles et les graines de Peganum harmala
en utilisant des solvants différents et des réactifs spécifiques de révélation. La détection de
ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions
de précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la
lumiere ultraviolette. Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence
de métabolites secondaires au niveau de la plante comprenant les trois groupes chimiques, les
tannins, les alcaloides, les stérols et stéroides dans les feuilles et les graines de Peganum
harmala. Ces résultats sont en accord avec le dépistage phytochimique qualitatif sur les
graines et les feuilles réalisé par Benbott et al. (2013). Dans les feuilles nous avons noté la
présence des saponosides avec l'absence des anthocyanines et des coumarines. Cependant,
nous notons quelques différences entre nos résultats et ceux obtenus par Behidj-Benyounes et
al. (2013) qui ont indiqué la présence des anthocyanines et des coumarines dans des feuilles
de Peganum harmala. Quant aux anthocyanines et coumarines, ils sont présent dans les
graines et absent dans les feuilles de Peganum harmala. Ce résultat peut étre expliqué par

I’utilisation de méme plante mais appartenant a deux régions géographiques différentes.

Dans des études antérieures, les flavonoides jouent un réle important dans la coloration des
végetaux. lls sont utilisés dans la chimio taxonomie végétale .1ls jouent le réle des marqueurs
de la maturation des fruits (Allilou et al ., 2014). La présence des alcaloides expliquent
I'utilisation de cette plante en médecine traditionnelle et la diversité de leurs activités
biologiques. Elle a été employé pendant longtemps pour soulager les douleurs et comme
agent antiseptique (Derakhshanfar et al., 2010), antibactérien (Shahverdi et al., 2005),
antifongique (Falahati et al., 2011), antiviral, antidiabétique, antitumoral , antileishmanial ,
insecticide , et cytotoxique ( Khademalhosseini et al., 2015). Quant aux terpenes, ils servent
comme des additifs dans les industries alimentaires et cosmétiques. Selon Mabry et Ulubelen,
(1980), les coumarines sont parmi les composes responsables des propriétés anti-
inflammatoires. Ce sont des protectrices vasculaires et des anti-cedémateuses. Cette étude a
été effectuée a afin de prospecter les différents métabolites secondaires existants dans cette

plante caractérisant la région de Bourdj bou Arreridj.
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Discussion

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extraits a éte réalisée par deux techniques
chimiques (le piégeage du radical libre DPPH, la réduction de fer). La méthode du radical
2,2-diphényl-1 picrylhydrazyl (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa
simplicité (Bortolomeazzi et al., 2007). L’activité antioxydante des différents extraits de
Peganum harmala envers du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriqguement en
suivant la réduction de ce radical (Majhenic et al, 2007).

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en ICso, ce parametre a été employé par
plusieurs chercheurs pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et al., 2005; Ahmad et al.,
2012; Ranga et al., 2009), il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de
50% de I’activité du radical DPPH . Les résultats obtenus ont révélé une importante activité
anti-radicalaire des extraits envers le DPPH. L’EBG présente 1’extrait le plus actif 35.83+0.13
pug/ml puis ’EBF et EAT avec d’ICsp de 12.96+0.55 pg/ml et 107.91+ 0.3, respectivement.
Ce résultat peut étre expliqué a la présence des alcaloides parce que plusieurs études ont
montré une activité antioxydante des alcaloides [-carbolines basée sur I’effet piégeur des
radicaux libres par le noyau indolique en produisant un radical indolyl stable (Crespo et al.,
2002 ; Moura et al., 2007). La meilleure activité d’EBG peut étre probablement li¢ non
seulement aux alcaloides mais a la complexité de ce extrait en substances actives comme
les tanins, les coumarines, anthocyanes et la synergie entre eux, montre une meilleure activité
antioxydante (Vermerris et Nicholson, 2006). Le screening phytochimique réalisée confirme
le résultat obtenu. D’un autre coté tous les extraits ont montré en effet, une faible activité
inhibitrice, qui est inferieure a celle obtenue par I’antioxydant de référence qui est I’acide

ascorbique (I1Cs0=4.24 pg/ml).

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée aussi en utilisant la méthode de FRAP. Cette
derniére est un essai simple, rapide et reproductible (Benzie et Strain, 1996). Il est universel,
et peut étre appliqué pour différents extraits organiques et aqueux (Li et al., 2008).

Les résultats obtenus montrent que la capacité de réduction est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration des extraits (Ozturk et al ., 2007 ; Su et al ., 2008 ; Liuk et
al ., 2009).Tous les extraits de la plante présentent des activités antioxydantes nettement
inférieures a celles du produit de référence (acide ascorbique).

L’EBG est généralement le plus actif avec une densité optique maximale de 0,667 nm a la
concentration 800u/ml, suivis de 'EAT et EBF avec des absorbances respectives : 0,5820
nm et 0,304 nm. Ce résultat est similaire a celui obtenu avec la méthode de piégeage du

radical libre DPPH, qui montre qu’EBG possede la meilleure capacité antioxydante.
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Le pouvoir réducteur d’une plante est probablement di a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par
conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des
oxydants (Siddhuraju et Becker ., 2007).

Face aux probléemes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques, beaucoup de
travaux ont été menes sur le pouvoir antimicrobien des extraits naturels des plantes.

Tous les extraits testés (EBG, EBF, EAT) semblent avoir une activité sur toutes les souches
testées (Gram+ et Gram -) avec des diamétres des zones d’inhibition plus importants (variant
entre 26 a 33mm). Selon Biyiti et al. (2004), un extrait est considéré comme actif s’il enduit
une zone d’inhibition supérieure ou égale a 10 mm. Ainsi, ceS résultats sont en concordance
avec les données bibliographiques de Darabpour et ses assistants (2011), Benbott et ses
collegues (2012), Akbary et al (2015), Mohsenipour et Hassanshahian (2016) qui ont tous
révélé une importante activité de différents extraits de Peganum harmala.

L’EBG a montré une meilleure activité antibactérienne pour Bacillus cereus (33mm). Ces
résultats sont en accord avec ceux de Behidj-benyounes et al. (2013) qui ont indiqué une
action fortement inhibitrice contre les Staphylococcus aureus et Bacillus Subtilus qui sont des
Gram positifs. Par contre, les bactéries Gram négatifs (E.coli) sont moins sensibles a ’effet
des extraits de Peganum harmala. Ils montrent que I’hypersensibilité de la souche peut
s’expliquer par la probabilité de la sensibilité des bactéries Gram positifs aux changements
environnementaux externes, tels que la température, le pH et les extraits naturels. Et surtout
I'absence de la membrane externe qui la rend extrémement sensible. Selon Essawi et Srour,
(2000) I’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif majoritaire,
mais plutot a ’action combinée (synergie) de différents composés. Ce résultat confirme celui
de Prashanth et John,(1999); Darabpour et al. (2011) qui ont déja démontré un effet
antimicrobien remarquable de 1’extrait des graines de Peganum harmala sur les bactéries
Gram+ comprenant Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Listeria Monocytogenes, et des Gram - incluant Pseudomonas
Aeruginosa, Brucella melitensis, Proteus mirabilis, S. typhimurium, Escherichia coli et
Klebsiella Pneumoniae.

On a utilis¢ les paramétres de CMI et CMB pour 1’évaluation du potentiel antibactérien des
extraits. Les valeurs de CMI obtenues sont d’ordre de 1.56 a 3.125 mg/ml pour I’EGF et de
1.56 mg/ml pour ’EBG. Edziri et al. (2010) ont trouvés des valeurs de CMI d’extrait
méthanolique obtenu par macération pendant cing jours des feuilles de Peganum harmala de
25 mg/ml a 1.25 mg/ml avec les souches d’E.coli et S.aureus. Mohsenipour et

Hassanshahian (2016) ont trouvé des valeurs de CMI de I’extrait méthanolique des graines
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avec les tiges d’ordre de 1.56 mg/ml et 0.39 mg/ml pour Bacillus aureus, E.coli et
Staphylococcus aureus.

D’une autre part, Bouabedelli et al. (2016) ont signalé qu’elles sont d’ordre de 50 mg /ml
pour E.coli et S. aureus de I’extrait flavonoidique des feuilles et d’ordre de 3.125 et 50 mg/ml
pour les méme souches de I’extrait flavonoidique des graines. Des valeurs différentes de
CMI ont ¢été notée, selon Loziene et ses collaborateurs (2005), 1’activité antibactérienne
dépend de plusieurs facteurs a savoir : la partie utilisée de la plante, la préparation de
I’extrait, le solvant utilisé, et la sensibilité des bactéries.

L’EAT a montré une valeur de CMI d’ordre de 0.78 mg/ml. Ce résultat est en accord avec
ceux de Benbott et al. (2012).

S’agissant des pouvoirs antibactériens de nos extraits, les résultats enregistrés indiquent que le
rapport d’activit¢ CMB/CMI est inferieur ou égal a 4 pour chaque extrait donné .D’apres
Berche et al. (1991), lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance est inferieur ou égal a 4,
cette substance est jugée bactéricide tandis qu’elle est dite bactériostatique, si ce rapport est
supérieur a 4.Ce résultat affirme que tous les extraits testés sont bactéricides contre les
souches bactérienne testées. A 1I’exception I’EAT et I’EBF semblent avoir respectivement un

effet bactériostatique sur Bacillus aureus et S. typhimurium.

Les champignons et les levures causent de graves pathologies qui touchent ’homme, parmi
lesquelles on peut citer les mycotoxicoses (causes par Aspergillus et Fusarium).Dans notre
étude nous sommes testés ’activité antifongique des extraits contre deux champignons :
Aspergillus niger et Fusarium oxysporum.

Les résultats montrent que 1’action des extraits bruts des feuilles et des graines de Peganum
harmala est plus importante sur Aspergillus niger (75,42%) et (55,10%) alors que ’extrait
alcaloidique s’est montrée plus faible (47%) a 200 mg/ml. Des travaux antérieurs de Sarker
et al. (2005), montrent également que 1’effet d’un extrait est probablement due a la synergie
entre le nombre de composants, qui, lorsqu’ils sont séparés deviennent inactifs
individuellement. En plus nos résultats sont en accord avec ceux de Diba et al. (2011), qui
ont montré un effet plus important de I'extrait alcoolique de Peganum harmala sur la
sporulation de la levure candida et la plupart des espéces de genre Aspergillus. Pour les
mycéliums fongiques, la croissance peut étre réduite ou totalement inhibée (Cristani et al.,
2007), dans cette étude aucune inhibition totale est observee. Ceci est interpréeté par le fait que
les plantes produisent une variété énorme de petites molécules ayant de différentes activités
biologiques avec un large spectre de structures telles que les térpénoides, les glycostéroides,

les flavonoides, les alcaloides et les polyphénols (Seidel, 2005).
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L‘activité antifongique des extraits pour Fusarium oxysporum a montré un taux d’inhibition
plus important pour 'EAT a 200 mg /ml. Ce dernier a inhibé fortement la croissance
mycelienne pour des concertations décroissantes (100 a 6.25mg /ml). En parallele, les autres
extraits (EBG, EBF) ont montré une activité trés distante et modeste contre la méme souche
en comparaison avec l’extraits alcaloidique pour les concentrations comprises entre 100 a
6.25mg /ml. Ces résultats est en accords avec ceux obtenues par Nenaah, (2010) qui a évalué
I’activité antifongique (I'Aspergillus niger et Candida albicans) des alcaloides B-carbolines
extraits des graines de Peganum et des alcaloides commerciaux et leurs effets de
combinaison. Il a résultats indiqué que Il'activité des alcaloides est efficace pour les souches
fongiques testées lorsqu'ils ont été testés a titre binaire ou totales. Singh et al. (2001) ont
obtenu des résultats similaires concernant les deux alcaloides berbérine et santonine isolé des
rhizomes de Berberis aristata et des fleurs d'Artemisia maritima, respectivement. lls ont
constaté que ces alcaloides ont bloqué de maniére significative la germination des spores a

des différentes concentrations.

Peganum harmala est une plante tres utilisée en médecine traditionnelle algérienne et
maghrébine pour traiter différents troubles tel que emménagogue, abortif, stérilité féminine,
dermatoses (eczémas), brQlures, conjonctivites purulentes, blépharites, et alopécie.
(Hammiche et Merad, 1997). Cependant, de nombreuses études publiées ont rapporté des
effets toxiques potentiels de cette plante chez ’homme et les animaux (Lamchouri et al.,
2002 ; Frison et al., 2008). Il est nécessaire de caractériser les effets de cette plante sur les
systemes biologiques, y compris ses effets toxicologiques.

La carte clinique des souris de deux sexes traités par les alcaloides totaux s’est caractérisée
par une excitabilité, tremblement, une respiration accélérée, des yeux saillants. Les signes
rapportés concordent parfaitement avec ceux décrits dans la littérature par Mahmoudian et al.
(2002); Lamchouri et al. (2002) indiquant que tous les animaux domestiques sont susceptibles
d'étre empoisonnés par cette plante, les symptémes enregistrés comprennent des troubles
digestifs tels que hyper-salivation, vomissements et diarrhée, tandis que les syndromes
nerveux sont l'excitabilité, le tremblement, la respiration accélérée, la perte d'agitation de
coordination et dans certains cas la paralysie. Ces effets sont expliqués par 1’action
anticholinergique centrale des alcaloides B-carbolines (Hammiche et Merad, 1991). Selon
Aarons et al. (1977), harmane, harmine et harmaline exercent aussi un blocage direct des
récepteurs cérébraux GABA énergiques et donc de leur médiation inhibitrice, produisant un

effet stimulant qui serait responsable de I'¢lévation du tonus musculaire et au maximum de
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convulsions. En plus selon, (Tahri et al., 2004) harmaline et harmine sont des antagonistes de
la sérotonine, un neurotransmetteur impliqué dans le mode d'action des hallucinogénes
indoliques. La harmaline et la harmine prennent la place de la sérotonine dans les mécanismes
enzymatiques en raison de la ressemblance des structures. Ceci serait a la base de I’effet

stimulant du systéme nerveux central.

L’étude de la toxicité aigue (détermination de la DLso des alcaloides totaux des graines de
Peganum harmala) a permis de calculer les valeurs de la DLs de 363.07 mg/kg et de 372.72
mg/kg chez les souris femelles et de 377.57 mg/kg, 377,48 mg/kg chez les souris males
respectivement par la méthode graphique de Litchfield et Wilcoxon et la méthode de probits-
Méthode des moindres carrés. Ces résultats sont en concordent avec ceux qui ont été
déterminé par Benbott et al. (2013) dont les valeurs de DLso sont estimées a 350 mg/kg et a
328.48 mg/kg respectivement par la méthode de probit (méthode des moindres carrés et
méthode de Finney) Au regard des résultats des DLsp (50 mg/kg < DLsp < 500 mg/kg), les
alcaloides totaux des graines de Peganum harmala sont classés dans la catégorie des produits
modérément toxiques selon la classification des produits chimiques de Frank (1992).

Les résultats d’étude de la sensibilité de sexe aux alcaloides totaux des graines de Peganum
harmala ont montré que les deux courbes des DLs, sont analogues donc 1’effet 1étal pourrait
étre identique chez les souris méles et femelles.

Dans les conditions de la toxicité aigue des souris traitées (femelles et males) par les
alcaloides totaux des graines Peganum harmala avec la dose de 118 mg/kg, et aprés 24 h et
geme jours de I’application, aucun signe physique de toxicité, et aucune mortalité n’a été

observé en comparaison avec le groupe témoin .

L’examen macroscopique des organes in situ (rein, foie, poumons, cerveau, rate, cceur et
testicules) des souris de deux sexes traitées par les alcaloides totaux des graines de Peganum
harmala, n’a révélé aucun changement morphologique en comparaison avec celui des souris

témoins.

Dans les études de la toxicité, le poids relatif des organes est un indicateur trés important du
statut physiologique et pathologique des animaux et pour confirmer si ces organes ont été
expose aux dommages ou pas. Le cceur, le foie, les reins, la rate et les poumons sont les
organes les plus affectés par les réactions metaboliques provoquée par les molécules toxiques
(Dybing et al ., 2002).

La masse relative du cceur et du cerveau des souris femelles traitées indique une

augmentation  significative aprés le 1° jour du traitement. On a enregistré aussi une
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diminution significative de la masse relative des reins avec toujours une augmentation
significative de cerveau respectivement apres le peme jour du traitement. Aucun changement
significatif n’a été signalé dans la masse relative des organes des souris males dans les
conditions de la toxicité aigue. Selon Xin et al. (2016) I’augmentation de la masse relative
des organes indique soit une congestion, cedémes ou hypertrophie, alors qu’une diminution
de la masse relative des organes indique l'atrophie des organes et d'autres changements
dégénératifs. Les coupes histologiques de tissu cérébrale montrent la présence des cedémes,

ce qui pourrait expliquer I’augmentation significative de la masse relative du cerveau.

Le systeme hématopoiétique est I'une des cibles les plus sensibles aux composés toxiques et
est un index plus important du statut physiologique et pathologique chez I'nomme et les
animaux (Kulkarni et Veeranjaneyulu, 2012). L'analyse des parametres sanguins est
pertinente pour I’évaluation des risques, puisque tout un changement dans le systéme
hématologique est une excellente valeur prédictive pour la toxicité humaine, lorsque les
données sont extrapolées a partir des études sur les animaux (Chandra et al, 2012).

Les parametres hématologiques ont montré une diminution significative de volume
corpusculaire moyen (MCV) avec une augmentation significative de la concentration
corpusculaire moyenne d’hémoglobine (MCHC) apres le 5°™ jour du traitement chez les
souris femelles traitées, tandis qu’ils n’ont révélé aucun changement notable chez les souris

males traités dans les mémes conditions de la toxicité aigue.

Les MCV, MCHC sont des parametres trés importants comme des indexes des GR pour le
diagnostic d’anémie (Voigt, 2000). En plus le paramétre MCV fournit des informations sur la
taille et le statut des érythrocytes alors que les parameétres MCH et MCHC reflétent la teneur
d’hémoglobine des RBCs (Nussey et al ., 2006).Cependant la différence non significative
dans les parametres RBC, Hb (le nombre des globules rouges et le taux d’hémoglobine) a
suggeéré que les alcaloides de Peganum harmala n'aient pas affecté le taux des RBCs. Par
extension ces alcaloides n’ont pas d’effet hémolytique direct sur les érythrocytes. D’apreés les
résultats obtenus, on peut déduire que les alcaloides totaux n’ont pas d’effet anémique sur le
systéme sanguin.

Le foie est I’organe cible présenté dans les vertébrés et qui joue un role principal dans le
métabolisme (Thophon et al., 2003). IL est le plus exposé a la toxicité des produits chimiques,
surtout lorsqu’ ils sont absorbés au niveau de l'intestin gréle. Le foie pourrait métaboliser ces
substances étrangéres en composés hépatotoxiques (Geubel et Rahier, 2006 ; Rhiouani et al.,
2008).
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Le suivi des taux des enzymes hépatiques sériques (ALT, AST et ALP) est tres important
pour détecter des endommagement et des lésions hepatiques (Hor et al., 2012; Gad et al.,
2013). Alanine aminotransferase (ALT) est une enzyme cytoplasmique qui se trouve a des
concentrations tres élevée dans le foie, et une augmentation sérique significative de niveau de
cette enzyme suggere des lésions hépatocellulaires. L'aspartate aminotransférase (AST) se
trouve dans le cytoplasme et les mitochondries de différents tissus du foie, cceur, muscles,
reins et du cerveau (Gad et al., 2013; Ekeanyanwu et Njoku, 2014), tandis que la phosphatase
alcaline (ALP) est une enzyme hydrolase qui se trouve dans toutes cellules du corps , mais
elle est significativement plus élevé dans les conduits biliaires, le foie, I'os, le placenta, les
reins et l'intestin (Singh et al., 2011).

Une augmentation significative des parametres biochimiques a été notée en particulier de
phosphatase alcaline (PAL) des souris femelles traitées par les alcaloides totaux aprés le 5™
jour du traitement en comparaison avec les témoins. Chez les souris méales aucun changement
significatif d’AST, ALT, PAL n’a été observé. Bien que des niveaux élevés de (PAL) soient
associés a des maladies osseuses, il est également un indicateur d'une jaunisse obstructive et
d'une cholestasis intra-hépatique (Adebayo et al ., 2001) et pourrait aussi signaler une
dégénérescence légere dans le foie comme il a été observé dans les  coupes

histopathologique de la présente étude.

Les alcaloides des graines de Peganum harmala causent une augmentation significative du

taux d’urée aprés le 5éme jour du traitement avec aucun changement notable du taux de

créatinine chez les souris traitées pour les deux sexes.

L’urée est le produit final du métabolisme des protéines, et sa concentration est influencée par
le taux d'excrétion, alors que la créatinine est un dérivé du métabolisme de la créatine du
muscle squelettique. Elle est librement filtrée par le glomérule, et n'est en théorie ni
réabsorbée, ni synthétisée, ni métabolisée dans le rein (Dirk et al., 2010). Il est aussi un
marqueur plus précis de la fonction rénale que 'urée et n'importe quelle élévation des
niveaux de créatinine indique des dommages marqués a la fonction des néphrons (Saidu et
al., 2010). Ce résultat suggere que les alcaloides n'ont pas affecté la fonction rénale.
L'augmentation significative de l'urée et de la réduction non significative de créatinine chez
les souris traitées indique que I'extrait n'a eu aucun effet délétere sur les reins (Olufunsho et
al., 2015). Ces reésultats biochimiques (augmentation significative d'urée et d'/AST) avec une
augmentation de la masse relative du cceur et du cerveau chez les souris traités par rapport
aux témoins pourraient expliquée l'effet des alcaloides sur le ceeur, le cerveau et les muscles

squelettiques. Des etudes ont indiqué que 1’effet principal des alcaloides B carbolines
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s'exerce sur le systeme nerveux central entrainant un cortége de signes neurologiques et

neuromusculaires (Aarons et al., 1977).

Les coupes histologiques des reins des souris traitées dans les conditions de la toxicité aigué
avec la dose (118 mg / kg) n'ont montré aucune destruction de l'architecture chez les deux
sexes, cette observation confirme les données biochimiques d’évaluation de la fonction
rénale.

L’étude histologique du foie des souris femelles dans les conditions de la toxicité aigué€ a
révélé la présence d’une surcharge hépatocytaires (ground-glass hepatocyte) qui est
caractérise par un cytoplasme large et homogéne des hépatocytes. Selon Bejarano et al.,
(2006) la surcharge hépatocytaire pourrait étre due a certains types d'hépatite ou a des cas
pathologiques comme la maladie de Lafora (myoclonus epilepsy), I'népatite B, la glycogénose
de type 1V, la thérapie par aversion a l'alcool, fibrinogénose, le carcinome hépatocellulaire et
des changements liés a ’utilisation des drogues. Chez les souris males une congestion

sanguine hépatique a été notée.

L’existence des cedémes au cerveau des souris femelles traitées pourrait étre due a une
perturbation des échanges cellulaires c.-a-d. a un probléme de circulation qui pourrait étre

provoqué par les alcaloides ou ces métabolites.

L’¢tude de la toxicité subaigiie avec des doses répétées a été appliquée dans diverses ¢études
a pour but de mettre en évidence des altérations fonctionnelles et/ou pathologiques
consécutives et de déterminer les organes cibles (Frank, 1992).

La carte clinique s’est caractérisée par une agressivité des souris femelles et males traitées a
partir de la 2°™ semaine jusqu’aux derniers jours d’application. Ces modifications de
comportement peuvent étre expliquées que ces alcaloides qui ont en commun un noyau
indole présentant une analogie structurelle avec la molécule de sérotonine connue pour son
role important dans le fonctionnement du systeme nerveux central. 1l est probable que
’activité hallucinogéne, trémogene et modificatrice du comportement de ces substances soit
en rapport avec cette structure indolique. Il est noté aussi que harmine et harmaline exercent
une action anticholinergique centrale pouvant expliquer la crise d'agitation et les
manifestations digestives observées (Aaronse et al., 1977). Des études cliniques que
précliniques, sur des modeles animaux associés aux comportements agressifs montrent que

ces derniers sont associés a un dysfonctionnement de I’axe hypothalamo- hypophyso-

surrénalien en rapport avec des anomalies de divers systémes de neurotransmission
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impliquant notamment les monoamines, le GABA, le glutamate et des neuropeptides, en
particulier 1’arginine-vasopressine et le CRF. Parmi les monoamines, la sérotonine semble

étre un acteur clé dans le contréle de I’impulsivité/agressivité (Hamon et al., 2008).

Le suivi de la variation du poids corporel des souris males n’a enregistré aucun changement
significatif pendant toute les semaines d’expériences en comparaison avec les témoins (une
évolution normale du poids). Le poids corporel des souris femelles a connu une baisse
significative a la 2°™ semaine puis, il a marqué une récupération pour la 3°™ et la
derniére semaine. Une diminution ou une augmentation du poids corporel sont lié aux effets
toxiques des produits chimiques et des drogues. Cependant, plusieurs chercheurs confirment
que ces changements du poids corporel sont accompagnées avec une accumulation des
graisses et une réponse d'adaptation physiologique aux extraits des plantes plutét qu'aux
effets toxiques de produits chimiques ou drogues qui ménent a une diminution d'appétit par
consequent, abaisser I'apport calorique par I'animal (Kifayatullah et al.,2015).

La masse relative des organes des souris femelles traitées au cours de I'expérience de la
toxicité subaigie par les alcaloides totaux en comparaison avec les témoins a montré une
augmentation significative de la masse relative du cerveau. Ce résultat est en accord avec
celle qui a été signalé dans 1’étude de la toxicité aigue et on a expliqué cette observation par
la présence des cedémes. L’existence des cedémes péri-vasculaires dans les groupes traités
pourrait étre due a une perturbation des échanges cellulaires c.-a-d & un probleme de
circulation qui pourrait étre provoqué par les alcaloides ou ces métabolites. Cependant la
masse relative des organes des souris males a montré une augmentation significative des
reins, du poumon, du cceur et de la rate. Alor que, le foie, le cerveau et les testicules n’ont
monté aucun changement notable. Selon Xin et al . (2016) I’augmentation de la masse
relative des organes indique soit une congestion, cedémes ou hypertrophie, alors qu’une
diminution de la masse relative des organes indique l'atrophie des organes et d'autres

changements dégénératifs.

L’étude des paramétres hématologiques chez les souris femelles et males traitées par les
d'alcaloides totaux de Peganum harmala n’a montré aucun changement significatif en
comparaison avec les témoins, suggérant que les alcaloides ne sont pas toxiques pour le
systéme sanguin. Comparativement a d’autres études, nos résultats concordent avec ceux
obtenus par Muhi-eldeen et ses collaborateurs en 2008 qui ont été évalué la toxicité des

alcaloides totaux de méme plante chez des rats par administration intramusculaire a
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I’exception une augmentation significative du nombre de WBC a été observé cela est dus a la

réponse inflammatoire locale dans les muscles a I'emplacement de I'injection.

Les parameétres biochimiques ont montré une augmentation significative d’ALT et AST des
souris femelles traitées par rapport aux témoins. Il est évident que le signe des dommages
hépatiques est la fuite d'enzyme cellulaire dans le plasma. Quand la membrane plasmatique
des hépatocytes est endommagée, une variété d'enzymes normalement situés dans le cytosol
est libérée dans le sang, leurs évaluation dans le sérum est un marqueur utile pour I'ampleur et
le type de dommages hépatocellulaires (Kumar et al., 2004). Tandis que ces paramétres n’ont
montré aucun changement significatif chez les souris males traités dans les mémes conditions
de la toxicité subaigUe.

Le dysfonctionnement rénal peut étre évalué par des mesures simultanées de l'urée, de la
créatinine et de l'acide urique et leurs niveaux normaux reflétent une probabilité réduite de
problemes rénaux (Palm et Lundblad, 2005).Dans la présente étude, aucun changement
significatif n’a été observé des taux sérique d'urée et de la créatinine chez les souris (les deux
sexes) suggere que les alcaloides n'affecte pas la fonction rénale dans les conditions de la
toxicité subaige.

Les coupes histologiques du foie et des reins des souris traitées des deux sexes ont montré
une congestion du parenchyme rénal dans les conditions de la toxicité subaigué par alcaloides
totaux des graines de Peganum harmala ce qui explique 1’augmentation significative de la
masse relative des reins du groupes traités des souris méales en comparaison avec les témoins.
Alors que les coupes réalisées sur le tissu cérébral chez les souris traitées dans les mémes
conditions n’ont monté aucun changement notable dans les deux sexes.

Malgré que cette plante soit administrée depuis longtemps dans la médecine traditionnelle due
a sa richesse en nombreuses substances chimiques qui montrent diverses activités
pharmacologiques. Son emploie a des fins thérapeutiques expose au risque de surdosage et

d'intoxication conduisant parfois a une issue fatale.
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Conclusion

D’aprés la recherche bibliographique, la plante Peganum harmala, appartient a la famille de
zygophyllacées, est I'une des plantes la plus importante dans la flore algérienne et la plus
utilisée par les thérapeutes traditionnels.

Les tests phytochimiques réalisés par les réactions de caractérisation ont permis de mettre en
évidence des tanins, des alcaloides, des stérols et triterpénes dans les feuilles et les graines de
la plante ainsi que la présence des anthocyanes et les coumarines que dans les graines et des
saponosides dans les feuilles .

Les metabolites secondaires sont a 1’origine des effets pharmacologiques intéressants pour
cela différentes activités biologiques ; antioxydantes, antibactériennes et antifongiques de
différents extrais de Peganum harmala ont été examinées, permettant de justifier et de
confirmer les indications thérapeutiques traditionnelles. Ces activités importantes mais
variables sont en relation avec la composition structurale des différents constituants qu’ils
contiennent.

Dans les conditions de la toxicité aigué par les alcaloides totaux des graines de Peganum
harmala des symptdmes de toxicité sont enregistré : excitabilité, accélération du rythme
cardiaque, des convulsions, des tremblements, arrivant jusqu'a la mort. Ces effets dus a

I’action directe des alcaloides sur le systéme nerveux central.

Toutefois la toxicité aigie et subaiglie montrent que ces alcaloides agissent sur la masse
relative des quelques organes, et perturbent aussi quelques paramétres hématologiques et
biochimiques liés a la fonction hépatique et rénale surtout chez les souris femelles.
L’observation histologique s’est caractérisée par des altérations hépatiques (surcharge

hépatocytaires, congestion sanguine) et rénales (congestion sanguine).
Les résultats obtenus dans cette étude peuvent étre approfondis par des études suivantes:

e [’isolement, caractérisation et l'identification des composés actifs par des méthodes
spécifiques.

e Une étude de la toxicité chronique de cette plante étudiée est indispensable afin de
déterminer leurs effets toxiques dans une longue durée.

e Etude d’autres activités biologiques antalgiques, anti-inflammatoire, cytotoxicité...
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Annexes

Annexes

1. Tests d’identification des métabolites

» Les tanins
Nous avons introduit dans un tube a essai 2 ml d’infusé a 5% ; puis nous avons ajouté quelque
gouttes de solution FeCI3 & (5% dans I'éthanol). En présence de tanins il se développe une

coloration brune verte qui révele la présence des tanins

» Les alcaloides
Nous avons introduit de la poudre végétale (10 g) dans un erlenmeyer de 250 ml a laquelle
nous avons ajouté 50 ml de H2SO4 dilué au 1/10 (50 ml). Ce mélange a été agité et macéré
pendant 24 heures a la température ambiante du laboratoire. Nous avons filtré sur papier lavé
a I’eau distillée de maniére a obtenir environ 50 ml de filtrat. Puis on divise le filtrat en deux
volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, I’autre par le réactif de Wagner.

La formation d’un précipité blanc ou brun révele la présence des alcaloides
Réaction de caractérisation
Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suite :

» Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d’HgCI2 dans 60ml d’eau distillée puis 5g de
KI dans 10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a
100 ml.
» Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de 12. Le
volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée.
» Les anthocyanes
Deux millilitres d'infusion sont ajoutés a 2ml d'acide chlorhydrique 2N. L’apparition d'une
coloration rose qui vire au bleu violacé par addition d'ammoniac indique la présence

d’anthocyanes

» Lescoumarines
1g de poudre végétal est placé dans un tube, en présence de quelque gouttes d'eau. Les tubes
sont recouverts avec du papier imbibé de NAOH dilué (10%), et sont portés a I'ébullition.

Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines aprés examen sous UV.
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» Les stérols et triterpénes
Elle se fait sur une macération de 24h a 5% d’éther, 'extrait est ensuite évaporé a sec et repris
avec 0,5 ml d'anhydride acétique et 0,5 ml de chloroforme déposer au font du tube contenant
I'extrait de l'acide sulfuriqgue. En cas de réaction positive il se forme un anneau rouge-

brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides.

= Test de libermann-Burshard
Deux millilitres d'infusion sont ajoutés a trois gouttes d'anhydride acétique puis agiter
légérement, ajouter une goutte de H2SO4 concentré, le changement de coloration est observé
pendant une heure: une coloration bleu-vert indique la présence des triterpenes.

» Les saponosides
Dans un tube a essai, 2g de poudre de la plante est mélangé avec 80 ml d'eau distillée puis
portes a I'ébullition pendant 5 min , on filtre I'extrait et ensuite refroidit et agité
vigoureusement pendant 2min , la formation d'une masse plus au moins important indique la

présence des saponosides.

Screening phytochimique des graines des Peganum harmala.

Métabolites Réactifs
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0
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2. Activité antioxydante

» Effet scavenger du radical DPPH

4+ Mode opératoire
La solution de DPPHe est preparée par solubilisation de 1mg de DPPHe dans 25 ml de
méthanol. Un volume de 1,5 ml des solutions d’extraits ou de standard (acide ascorbique) de
différentes concentrations (2,5-100 pg/ml pour I’EBG, 25-250 pg/ml pour I’EBF et 5-250
pg/ml pour I’EAT) sont mélangés avec 0,5 ml d’une solution méthanolique de DPPHe .Apres
I’incubation a milieu obscurité 30 minutes a température ambiante, 1’absorbance est suive a
517nm. On a utilisé un control contient uniquement le DPPHe et du méthanol qui remplace
I’échantillon par un volume égale et le banc contient le méthanol et I’échantillon. L’inhibition
du radical libre DPPHe par la vitamine C a été également analysée a différente concentrations
de 0,5-8ug/ml pour la comparaison. Le pourcentage d’inhibition (I%) du radical DPPHe a été

calculé comme suite :

1%=[(Abs contrdle-Abs échantillon)/Abs control] x100
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» Test de réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

+ Mode opératoire
Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu (1986). En
effet, 2.5 ml de différentes concentrations de chaque extrait (mg/ml) dilué dans le méthanol
est mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6.6) et 2,5 ml de
ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) g a 1%. Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 30
min. apres, 2,5 ml de 1’acide trichloracétique (10%) est additionné avec 2,5 ml d’eau distillée
et 0,5 ml FeCl3 (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotometre.
L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif dans cette expérience dans les mémes

conditions opératoires.
3. Activité antibactérienne

» Préparation du milieu de culture
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme suit :
Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec
agitation jusqu'a dissolution complete, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et

finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

» 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 15 minutes.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the acute and subacute toxicity of total alkaloids seeds of Peganum harmala in
female mice. All morphological, biochemical, hematological, histopathological changes, in addition to mortality and
bodyweight changes were recorded. After acute intraperitoneal administration of dose118 mg/kg, there were no any
remarkable changes in general appearance and mortality. After 24h, a significant increase in relative weights of heart and
brain with no change in hematological, biochemical parameter compared to the normal group. For 5 days a significant
reduction in the relative weights of the kidneys and increase of brain with significant change in hematological (MCHC,
MCV) and biochemical parameter (AST, ALP and Urea). Subacute study of dose (18 mg/kg) for 28 days showed no
remarkable changes in general appearance and deaths occurred in experimental group. A significant increase in relative
weight of brain compared to the normal group was observed. In biochemical parameters, a significant increase was seen in
both ALT and AST enzyme activities. There was no significant change in hematological parameters. Histopathological
examination revealed a ground glass appearance of hepatocytes and the vascular congestion. Alkaloids seeds of P.harmala

showed significant toxicity in female mice.

Keywords: Peganum harmala; acute toxicity; subacute toxicity; mice; alkaloids

INTRODUCTION

Peganum harmala L. known locally as “harmel” in
Algerial is a wild-growing flowering plant that belongs to
the Zygophyllaceae family and is considered an important
medicinal plant?. The pharmacologically active
compounds of this plant include a number of g-carboline
(such as harmine, harmaline, harman and harmalol) and
quinazoline alkaloids  (vasicine and vasicinone)
responsible of its pharmacological and toxicological
effects®. Its root has been used as a parasiticide to kill body
lice and leaves are used for treating rheumatism and
nervous conditions where as seeds are used externally in
the treatment of haemorrhoids and baldness*.

The alkaloids in the seeds have pharmacological activities
which including: antibacterial effects, vasorelaxant,
anticancer, antinociceptive, antitumor and finally
antiprotozoal effects. In addition to the therapeutic effects,
harmal also has some toxicity. There were several reports
of human and animal intoxications induced by the plant®?,
There have been some toxic symptoms reported in
different human cases following ingestions of its seed
extract or infusion, such as neuro-sensorial symptoms,
visual hallucinations, and cardiovascular disorders such as
bradycardia and lowblood pressure, psychomotor
agitation, diffuse tremors, ataxia and vomiting®’. The aim
of the present study was therefore, to investigate the acute

and subacute toxic effects of the total alkaloids seeds of
Peganum harmala in mice.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and extraction

The seeds of Peganum harmala were collected in the
month of August, in the region Bordj Bou Arreridj (north-
east of Algeria). The plant was identified on the basis of its
morphological characteristics.

Total alkaloids extraction

Hundred gram of Air dried powdered of seeds was defatted
with petroleum ether under reflux. The defatted dry
powder was alkalized with 40 ml of NH,OH (0.5 N) for 8
hours and were extracted to exhaustion with
dichloromethane using a soxhlet apparatus for 6 h. The
organic extract (containing free alkaloids and lipophilic
impurities) is washed three times with 150 ml aqueous
sulphuric acid (0.5 N).

The solution obtained is treated with NH,OH (0.5 N) to pH
9 to liberate the free alkaloids then are separated three
times by extraction with 3 x 150 ml diethyl ether and then
dried with Na,;SO, and concentrated to dryness under
reduced pressure to obtain crude alkaloids®.

Animals

Female Swiss albino mice (25-30g), obtained from the
animal house of the Pasteur Institute in Algiers, were used

*Author for Correspondence: ghassina@yahoo.fr


http://www.ijppr.com/

Hassina et al. / Acute and Subacute...

Figure 2: Seeds of Peganum harmala.

Table 1: Relative organ’s weight of female mice treated with (118 mg/kg) of total alkaloids of Peganum harmala seeds.

Results were expressed as the mean £S.E.M.

Organ Control Group 1%day Group5™ day
Liver 0.051+ 0.002 0.051+0.003 0.058+0.002
Kidneys 0.0142 £ 0.002 0.0092+0.0003 0.0087+0.0004*
Spleen 0.0041+0.0002 0.0168+0.008 0.0047+0.0003
Heart 0.0049+0.0002 0.0145+0.0003*** 0.0045+0.0001
Lungs 0.0095+0.001 0.139+0.006 0.0067+0.0001
Brain 0.0129+ 0.0004 0.0148+0.0003* 0.149+0.0004*

* Significantly different at P< 0.05

Table 2: Effect of acute administration of total alkaloids of Peganum harmala seeds (118 mg/kg) on some hematological

parameters .Results were expressed as the mean £S.E.M.

Parameters Control Group 1%day Group5™ day
RBC 105/mm 7.737 £0.292 7.914 +0.270 7.39+£0.180
MCV fL 45,90 £ 0,511 44,42 + 0,760 42,05+ 0,424**
HCT % 35+1 37+2 31+0.9

WBC 10%/mm 6,233 £ 0,6412 6,371 £ 0,8676 6,980 + 1,877
PLT 10%/mm 249+41.43 412.7+50.06 413.7+56.77
HGB g/dI 12,83 £ 0,306 13,65 + 0,433 12,57 + 0,260
MCH pg 16,68 + 0,439 16,53 + 0,413 17,07 £ 0,525
MCHC g/dL 36.33+0.73 37.05+£1.51 40.63+1.27*

* Significantly different at P< 0.05

for the acute and subacute toxicity study. They were
housed in hanging transparent plastic cages (55 X
33x19cm) in the animal room. The litter was renewed
every 3 days. They were fed with a standard pellet and tap
water ad libitium.

All animals were kept in standard environmental. Each
mouse was identified by body marks using 1% picric acid
solution. All experimental procedures were conducted in
accordance with the guide for care and use of laboratory
animals and in accordance with the scientific council of the
Faculty of Natural Sciences and Life of the University
Ferhat Abbas, Setif 1 — Algeria.

Acute toxicity

The total alkaloids of P.harmala to be tested is dissolved
in methanol and diluted by normal saline solution (v/v
0.9%).

The mice were grouped into three groups of 10 mice each.
Two groups were given single dose (118 mg/kg of total
alkaloids of seeds of Peganum harmala by intraperitoneal
route.

The control group (10 mice) received saline water. At the
end of all experimental periods, the first group was
sacrificed after 24 hour of treatment, the second and
control groups after 5 days®.

Subacute toxicity

The female mice (20-25 g) were divided into two groups
of 15 animals each and were placed under standard
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Figure 3: Effect of acute administration of total alkaloids of Peganum harmala seeds (118 mg/kg) on some biochemical
parameters (hepatic function) of female mice. Results were expressed as the mean +S.E.M.* significantly different at
P<0.05.
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Figure 4: Effect of acute administration of total alkaloids of Peganum harmala seeds (118 mg/kg) on some biochemical
parameters (renal function) of female mice. Results were expressed as the mean £S.E.M.* significantly different at P<

conditions. Tested group received (18 mg/kg) of alkaloids
for 28daysand control received vehicle at the same
volume. The animals were weighed on the first day of the
experiment and thereafter were then weighed each week,
to note any weight variation.

Determination of hematological and serum biochemical
parameters

0.05.

The hematological and serum biochemical parameters
were determined. Hematological parameters assayed
included red blood cell (RBC) count, leukocyte (WBC)
count, haemoglobin (HGB), haematocrit (HCT), mean
corpuscular volume(MCV), mean corpuscular
haemoglobin (MCH), mean corpuscular haemoglobin
concentration (MCHC), platelet count (PLT) ,Serum was

IJPPR, Volume 9, Issue 9: September 2017
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Figure 5: Histological section of kidney tissue with a single dose of (118 mg/Kg) :( A): control group. Treated groups;
(B): After 24h; C: After 5 days; (D): After 28 days. (Hematoxylin/eosin stain). GL: glomerulus, KT: kidney tubes,
Cn: Congestion. X40.
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Figure 6: Histological sections of ive tissue with a single dose of 118 mg/kg: control group(A), treated groups; (B):
After 24h ;(C): After 5 days; (D): After 28 days. Cn: Congestion; GGA: Ground Glass Appearance of hepatocytes. X40.

assayed for creatinine, urea, (AST),(ALT), (ALP). For the
determination of hematological parameters was used
medonic hematology analyzer systems (M-series), for the
biochemical parameters was used an Advia 1800
Chemistry Analyzer, Siemens.

Histopathology

Immediately after collection of blood samples by cardiac
puncture, animals were sacrificed. After autopsy, all
tissues were examined grossly and major’s organs (liver,
brain, heart, kidneys, Spleen, and lung) were weighted.
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Figure 7: Effect of subacute administration of total alkaloids on body of female mice, values are Meant SEM.

Table 3: Relative organ weights (g) of mice in the
subacute toxicity study treated with 18 mg/kg of total
alkaloids of Peganum harmala seeds. Results were
expressed as the mean +S.E.M.

Group Control Treated for 4
weeks
Liver 0.051+ 0.0030 0.046+0.0016
Brain 0,014 +0,0004 0,031 £ 0,016***
Kidney 0,0107+0,0005  0,0099 + 0,0003
Lungs 0,0068 £ 0,0003  0,0077 + 0,0004
Heart 0,0050 £ 0,0002  0,0047 +0,00018
Spleen 0,0057 £ 0,0002  0,0052 + 0,0003

* Significantly different at P< 0.05

Table 4: Effect of subacute administration of total
alkaloids of Peganum harmala seeds (18 mg/kg) on
some hematological parameters .Results were
expressed as the mean +S.E.M.

Parameters Control Treated for 4
weeks
RBC 108/ 07,820 £ 0,2474 08,471 +0,2194
MCV fL 53,50 + 0,5000 51,57 £ 0,7825
HCT % 43,78 £2,082 43,61 +1,232
WBC 7,017 +£0,9148 6,043 £ 0,9614
10%/mm
PLT 10%/mm 924,8 + 80,16 1009 £121,9
HGB g/dI 13,52 £0,2701 14,31 £ 0,2040
MCH pg 17,30 + 0,3445 16,96 + 0,3221
MCHC g/dL. 32,35 +0,4759 32,97 +0,6171

* Significantly different at P< 0.05

The relative organ weight of control and treated was
calculated. Tissues from liver and Kidneys of all animals
were fixed in 10% buffered formalin solutions then
embedded in paraffin and cut with a microtome set at 5um,
stained with hematoxylin and eosin and examined by light
microscopy for histopathological changes.

Statistical analysis

Comparisons among different groups were performed by
One-way ANOVA and t” Student test using the software
Graphpad Prism version 5.01. All data are expressed as
meant (SEM); Differences between groups were
considered significant at p<0.05 levels.

RESULTS

Acute toxicity of total alkaloids

No signs of toxicity in general appearance observed after
intraperitoneal administration of single dose tested
(118mg/kg). None of the mice in all treated groups died
during the course of the experiment.

The macroscopic examination of various organs in situ did
not show any morphological changes in organs of treated
animals compared with those of control.

The relative weights of heart and brain after first day were
significantly increased compared to control. The group
sacrificed after 5 days of treatment has presented a
significant reduction in the relative weights of the kidneys
and increase of brain compared to control group (Table 1).
The results of the hematological tests are summarized in
(Table 2). All the tested hematological parameters were
within normal limits compared to control group for the first
day of treatment with total alkaloids seeds of Peganum
harmala. No toxicologically significant differences
between treated animals and control were found (Table
2).The group sacrificed after 5 days of treatment has
presented significant decrease in MCHC and increase in
MCV when compared with control (Table2).

The results of the various biochemical tests on the
experimentally treated animals and control group are
summarized in (Fig.3.4). Intraperitoneal administration of
total alkaloids seeds of Peganum harmala did not cause
significant changes in serum biochemical parameters such
as Urea, Creatinine, AST, ALT and ALP levels when
compared to control group for the first day of treatment,
However, AST, ALP and Urea were significantly
increased in treated animals when compared to control
group after 5 days of treatment (Fig3.4).
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Figure 8: Effect of subacute administration of alkaloids of Peganum harmala seeds (18 mg/kg) on some biochemical
parameters (hepatic function) of female mice. Results were expressed as the mean +S.E.M.* significantly different at
P< 0.05.
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Figure 9: Effect of subacute administration of total alkaloids of Peganum harmala seeds (18 mg/kg) on some
biochemical parameters (renal function) of female mice. Results were expressed as the mean £S.E.M.* significantly
different at P< 0.05.

The histological examination of liver and kidneys from
female mice were performed in both control and treated
groups. The results of the kidneys at the dose applied (118
mg/kg) revealed no destruction architecture (Fig.5).

However, histological examination of the liver in the
treated animals after 24 "and 5" days of treatment revealed

a ground glass appearance of hepatocytes, and the vascular
congestion (Fig.6).

Subacute toxicity

No clinical toxicity signs were observed in the treated
group compared to the control group. None of the mice in
the treatment or control groups died during the course of
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the experiment. The saline and total alkaloids of P.harmala
did not cause any gross morphological abnormality in
various organs of the animals. There were no significant
differences in the final body weight of the animals when
compared with controls. The relative weight of organs
showed no significant difference except of brain where an
increase was observed compared to the control. The results
of the hematological tests are summarized in Table 6. All
the tested hematological parameters were within normal
limits compared to control group.

The results of the various biochemical tests on the
experimentally treated animals for 28 days and control
group are summarized in (Table7). Significant differences
in treated animals for AST and ALT levels when compared
to control group.

DISCUSSION

In the toxicity study, organ weight is an important indicator
of physiological and pathological status of animals. The
relative organ weight is fundamental to confirm whether
the organ weight was exposed to the injury or not.
Increased in the heart, liver, kidney, spleen and lungs are
the primary organs affected by metabolic reaction caused
by toxicant!® .We observed a significant increase in heart
(1%'day), brain (1% and 5™ day) and significant decrease in
kidneys (5™ days) of treatment at a dose 118 mg/kg, may
indicate that the extract might have toxic potential on these
organs. It could be argued that these changes may be
toxicologically significant, as they were corroborated by
the biochemical and histomorphology findings. Therefore,
this study indicates that total alkaloids of Peganum
harmala cause acute toxicity effects at the dose tested*®.
Haematopoietic system is one of the most sensitive targets
of toxic compounds and is an important index of
physiological and pathological status in man and animals*?
A significant decrease in mean corpuscular volume
(MCV), but increase in means corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC) after 5"days of treatment were
observed. These parameters are useful as the RBC indices
for differential diagnosis of anaemia'®.In addition the
MCYV has been reported to provide information on the size
and status of erythrocytes, MCH and MCHC reflect the
haemoglobin content of RBCs'* .However the non-
significant difference on the RBC, Hb (red blood cell
counts and haemoglobin concentration) suggested that the
total alkaloids of Peganum harmala did not affect a change
in the average size of RBCs. By extension, it did not induce
anemia’®,

Transaminases such as AST (SGOT), ALT (SGPT) are
well known good indicators of liver function and used as
biomarkers to conclude the probable toxicity of drugs and
xenobiotics!®. Significant increases in the levels of some
biochemical parameters, particularly ALP, were observed
in the female mice treated with total alkaloids after 5" days
of treatment, as compared with the control. Moreover a
hepatic alkaline phosphate is found histochemically in the
microvilli of bile canaliculi and on the sinusoidal surface
of hepatocytes®’. Although elevated levels of (ALP) have
been associated with bone diseases, it is also an indicator
for obstructive jaundice and intra-hepatic cholestasis'®

could signal mild degeneration as observed in the
histopathology part of the present study.

The total alkaloids of Peganum harmala seeds causes a
significant increase in serum urea and AST without
adversely affecting the serum levels of creatinine (non-
significant reduction in creatinine). AST is mostly present
in the myocardium, skeletal muscle, brain and kidney*°.
Urea, the end product of protein metabolism, and its
concentration is influenced by the rate of excretion, while
creatinine is the waste product of muscle metabolism. The
significant increase in the serum levels of urea and the non-
significant reduction in creatinine in the extract-treated
mice is an indication that the kidney is able to clear the
waste products from the system; this is also indicative that
the extract had no deleterious effect in kidney?®. Moreover
the increase in Ureaand AST levels could be explained the
effect of alkaloids on the heart, brain or skeletal muscle.
Studies have reported the effect of harmel on the brain and
heart in humans® -:22,

In the subacute toxicity study in female mice given the
alkaloids, there were no significant changes in weight of
body and organs except in increase of brain. All the
animals exhibited a normal increment in body weight
without drastic difference between both control and treated
groups.

Sub-acute administration of total alkaloids of Peganum
harmala did not cause significant changes in the
haematological profile of female mice when compared
with control, suggesting that the alkaloids may not be toxic
to the blood system. For biochemical parameters the
observed significant increase in ALT and AST activity in
the test group compared to control may signify liver injury
as seen in liver dysfunction, damage and liver diseases.
Because the transaminases (AST and ALT) are well known
enzymes used as biomarkers to predict possible toxicity,
generally damage to liver cells will result in elevation of
both these enzymes in the serum!®. Increase in the
activities of AST and ALT in the treated groups indicates
that alkaloids of Peganum harmala have capacity to induce
liver damage under conditions of subacute toxicity. Renal
dysfunction can be assessed by concurrent measurements
of urea, creatinine and uric acid and their normal levels
reflect at reduced likelihood of renal problems?3,

In the present study, the insignificant changes in serum
levels of urea and creatinine in female mice suggest that
subacute administration of alkaloids does not affect the
kidney function.

Histological changes in the kidney and liver of the animals
were also examined. The histology slides of the kidneys at
dose (118 mg/kg) showed no destruction to Kkidney
architecture this observation as further confirmed by the
biochemical biomarkers for renal function but on
congestion was observed in subacute administration. The
liver histology results revealed a ground glass appearance
of hepatocytes (hepatocytes show enlarged and pale-
staining cytoplasm) in acute toxicity and the vascular
congestion in under conditions of acute and subacute
toxicity.

CONCLUSION
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In summary, acute and subacute toxicity study of Peganum
harmala indicated that the total alkaloids seeds extract at
the dose studied produce significant changes of
biochemical parameters and histopathology of internal
organs. Further studies to determine the chronic toxicity of
this extract on animal are needed.
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