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Résumé

RESUME

R etama sphaerocarpa (L.) Boisse est une plante médicinale appartenant au genre
Retama largement utilisée dans les pays méditerranéens et en particulier en Algérie.
Dans la présente étude le rendement de l'extraction de cette plante par le méthanol et 1'eau
distillée en matiere séche est respectivement de 15.86% et 18.68%. Les résultats du dosage
des flavonoides étaient plus élevés dans l'extrait méthanolique ce dernier a révélé une
prépondérance de la présence des isoflavones par la technique HPLC/Uv-vis-DAD/ESI-MS,
alors que la technique GC/MS a démontrée la présence des alcaloides quinolizidiniques dans
l'extrait aqueux. La méthode au DPPH indique une ICsy égale a 0.14+0.0014mg/ml et
0.46+£0.010 mg/ml pour l'extrait aqueux et méthanolique respectivement. Le premier a
démontré une plus grande activit¢ antioxydante que le second. Dans le test du pB-
caroténe/acide linoléique les résultats du pourcentage d'inhibition été acceptables étant de
79.075+3.916% pour 1'extrait aqueux et 71.694+1.203% pour I'extrait méthanolique. D'autre
part I'é¢tude de la toxicité aigué de l'extrait aqueux par voie orale sur des rats males et femelle
Albino Wistar a démontré des symptomes graves de toxicité présentée par des problémes
respiratoires, des tremblements, comas, et des paralysies entrainant la mort. La DLs était de:
2488.86+870.23 mg/kg par la méthode graphique et de: 3333.33mg/kg par calcul. Selon nos
résultats, Retama sphaerocarpa (L.) Boisse pourrait étre classée dans la catégorie des plantes
faiblement toxiques, toutefois I'é¢tude de la toxicité subaigué€ a révélée des perturbations dans
la croissance normale des animaux et dans quelques parameétres hématologiques (GB, GR,
HGB, CCMH, PLT, VGM) et biochimiques (PAL, AST, CPK, LDH, GLUC), ainsi que des

altérations hépatiques et rénales.

Mots clés : Retama sphaerocarpa (L.) Boisse, alcaloides, antioxydant, DPPH, B-caroténe,

DLs, paramétres hématologiques, biochimiques, altérations histopatologiques.



Abstract

ABSTRACT

R etama sphaerocarpa (L.) Boisse is a medicinal plant belonging to the genus

Retama widely used in Mediterranean countries and especially in Algeria. In
this study the extraction efficiency of this plant by methanol and distilled water is
respectively: 15.86% and 18.68%. The results of the determination of flavonoids was
higher in the methanolic extract, this one revealed a preponderance of the presence of
isoflavones by HPLC/Uv-vis-DAD/ESI-MS method, while the GC/MS test
demonstrates the presence of quinolizidines alkaloids in the aqueous extract. DPPH
method specifies an ICsy equal to: 0.14+£0.0014mg/ml and 0.46+0.010mg/ml for
aqueous and methanolic extract respectively, the first showed greater antioxidant
activity than the second one, whereas In the test of P-caroténe/acid linoleic, the
percentage of inhibition was acceptable for the two extract being of: 79.075+3.916%
for the aqueous extract and 71.694+1.203% for the methanolic one. On the other
hand, the study of acute toxicity of aqueous extract orally to Wistar albino males and
females rats showed serious symptoms of toxicity such as the respiratory disfunction,
tremor, coma, paralysis leading to the death, the LDs, was: 2488.86+870.23mg/kg by
the Graphic method and: 3333.33 mg/kg by the calculated one, these data allow to
classify Retama sphaerocarpa in low toxicity plants category, however the sub acute
toxicity studies revealed disruption in the normal animal growth and in some
hematological (WBC, RBC, HGB, MCHC, PLT, MCV), biochemical (ALP, AST,
CPK, LDH, GLUC) parameters, as well as hepatic and kidney alterations.

Keywords : Retama sphaerocarpa (L.) Boisse, alkaloids, antioxidant, DPPH, p-

carotene, LDs, hematologicals, biochemicals, histopathologicals alterations.
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Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques
des plantes. Aujourd'hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs
propriétés curatives. A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la
connaissance et l'utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques médicinales
paraissent étranges et relévent de la magie, d'autres au contraire semblent plus fondées, plus
efficaces. Pourtant, toutes ont pour objectif de vaincre la souffrance et d'améliorer la santé des
hommes.

Selon les estimations de 'OMS, (2002) (Organisation mondiale de la santé) plus de 80 % de
la population en Afrique utilisent encore la médecine traditionnelle pour répondre a leurs
besoins de soins et de santé. La toxicit¢ des produits chimiques, le colt ¢élevé des
médicaments chimiques, 1’¢loignement et/ou I’insuffisance des centres de santé surtout en
milieu rural qui limite une prise en charge véritable des problémes de santé publique, tous ont
favorisé le recours a cette pratique. L'Algérie ne fait pas exception et 'utilisation des plantes
médicinales en médicine traditionnelle pour le traitement de différentes maladies s'est
développée de maniére spectaculaire. Les cas de toxicité a cause de 'utilisation de ces plantes
reconnues médicinales ne cessent d'augmenter.

De nombreux extraits de plantes ont montré une activité biologique. Les aliments et les
produits d'origine végétale sont une source riche d'une variété de composés biologiquement
actifs. Ces composés sont des métabolites secondaires impliqués dans des fonctions
¢cologiques pour améliorer la survie des plantes au cours des stress environnementaux
(Winkel-Shirley, 2002). Ils possedent des activités biologiques diverses, notamment le
potentiel antioxydant. Parmi ces métabolites citons les polyphénols que l'on trouve en
abondance dans I'alimentation riche en fruits et Iégumes. Ce sont des composés bioactifs avec
des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Surh et al, 2001).

Si les plantes sont faciles a utiliser, certaines d'entre elles sont d'un emploi souvent délicat et
peuvent présenter des effets secondaires plus ou moins néfastes pouvant dans certains cas
entrainer la mort. L’intoxication liée aux plantes se fait généralement par 1’ingestion directe
des plantes. Dans la majorité des cas I’individu utilise une plante qu’il croit comestible ou

qu’il percoit comme bénéfique pour sa santé. Il est donc indispensable de connaitre la
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composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur l'organisme et il est
recommandé de n'utiliser une plante que sur les conseils d'un spécialiste car mal dosée cette
derniere peut devenir hautement toxique. Cependant lorsqu'un traitement a base de plantes est
suivi correctement, les risques d'effets secondaires sont fort limités.

Dans ce contexte s'inscrit le présent travail dont 1'objectif essentiel consiste a 1'étude
phytochimique et biologique (activité antioxidante, toxicité) de Retama sphaerocapa afin de
valoriser in vivo et in vitro les ressources de cette espéce. Le choix de cette plante est justifié,
en partie, par son utilisation en Algérie pour préparer une drogue communément appelée
"chemma" et pour soigner la rage chez les animaux et chez 'homme, alors que ses propriétés

pharmacologiques et toxicologiques sont encore peu étudiées.

Deux extraits aqueux et méthanolique ont été préparés a partir de la poudre des rameaux

de Retama sphaerocara afin de réaliser les objectifs suivants:

. L'analyse du contenu en polyphénols et en flavonoides des extraits;

« Détermination des principaux métabolites dans l'extrait méthanolique par la méthode
HPLC/Uv-vis-DAD/ESI-MS;

« Identification des principaux alcaloides dans I'extrait aqueux par la méthode GC/MS;

o L'évaluation du pouvoir antiradicalaire par la méthode au DPPH (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) et de l'effet anti-péroxydation par le test du [-caroténe/acide
linoléique des deux extraits;

« L'évaluation de la toxicité aigué apparente de l'extrait aqueux sur des rats Albino
Wistar;

. La détermination de la DLsy dose létale qui tue 50% d'une population apres
traitement par voie orale;

« L'¢tude des effets sur les parameétres physiques, biochimiques et hématologiques,
ainsi que I'évaluation des effets sur le foie et les reins des animaux traités apres une

suivie de toxicité subaigué par voie orale.
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Synthése Bibliographique

1. Généralité

La pharmacopée traditionnelle regorge d'une multitude de recettes a base de plantes
pour prévenir, guérir, soulager ou améliorer le bien-étre de I'homme. Ces utilisations sont
facilitées par une longue tradition d'extraction et de distillation, ainsi que par un cumul
d'expérience d'utilisation des plantes. Dans ce contexte, beaucoup de travaux de recherches
restent a entreprendre pour démontrer l'intérét thérapeutique de ces plantes, leur principe
actifs, leur mode d'action et méme leur probable toxicité. L'augmentation du nombre
d'utilisateurs qui s'oppose a la raret¢ des preuves scientifiques sur l'innocuité des plantes
médicinales souléve des préoccupations au sujet de la toxicité et des effets néfastes de ces
remédes (Saad et al., 2006). Ceci est vrai pour l'espéce objet de notre étude qui contiendrait

plusieurs principes bioactifs possédant le potentiel de causer des effets bénéfiques ou néfaste.

2. L'espece Retama sphaerocarpa (L.) Boisse.
. Nom scientifique: Retama sphaerocarpa (L.) Boisse.
o Noms locaux:
Arabe: Rtem. (Quezel et Santa, 1962-1963);
Berbere: Tillugwit, 1llugwi, allugd, talggt. (Bellakhdar, 1997);

Francais: Rétam. (Quezel et Santa, 1962-1963).

2.1 Systématique

La classification botanique de cette plante est résumée sous forme d’arbre

phylogénique donnée en figure 1.
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REGNE VEGETAL

SOUS REGNE
Rhizophytes
(Plantes vasculaires)

EMBRANCHEMENT
Phanérogames
(Plante se reproduisant par les fleurs et les graines)

SOUS-EMBRANCHEMENT
Angiospermes

CLASSE
Dicotylédones

SERIE
Caliciflores

ORDRE
Fabale

FAMILLE
Fabaceae

GENRE
Retama

Espéece

Retama sphaerocarpa (L.) Boisse.

Figure 1 : Arbre phylogénique de Retama sphaerocarpa (L.) Boisse (Quezel et Santa, 1962-1963).
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2.2 La famille des Fabaceae

La grande famille des Fabaceae (de faba, la féve) doit son unité a son fruit, appelé
gousse ou légume, d’ou le nom de 1égumineuses sous lequel cette famille est plus connue. La
gousse est un follicule déhiscent qui s’ouvre par deux fentes longitudinales en deux valves
portant chacune une rangée de graines exalbuminées. Les feuilles sont composées alternes,
parfois stipulées, a pétiole épaissi a sa base, dialypétales, souvent zygomorphes et
papilionacées, toujours monocarpellées. Présence de nodules racinaires dans lesquels se

trouvent les bactéries fixant I'azote atmosphérique (De Witt, 1963).

C'est une grande famille constituée de plantes ligneuses (zones tropicales) et herbacées (zones
tempérées) avec quelques arbres et arbustes qui regroupent environ 12 000 especes réparties
en 400 a 500 genres. Cette famille se divise en plusieurs tribus dans lesquelles les genres sont
groupés selon le port de la plante, la forme des feuilles et le degré de fusion des étamines

(Bhattacharyya et Johri, 1998).

C'est le plus grand ensemble angiospermien, cosmopolite, prédominant en individus et en

especes dans de nombreux biomes, et surtout en régions tropicales (Spichiger et al., 2004).

En Algérie, les fabacées ligneuses occupent une place importante et jouent un réle important
dans I'équilibre du milieu naturel et la lutte contre la désertification. Les rétames (Retama
reatam, Retama monosperma et Retama sphaerocarpa) sont un bel exemple de plantes
occupant une place considérable dans les régions arides et semi-arides (Djabeur-Kaid-Harche

etal., 2007).

2.3 Description de I'espéce Retama sphaerocarpa

Retama sphaerocarpa (L.) Boisse est une légumineuse arbustive vivace, de 1 a 2 m de
haut, a rameaux pubescents plus au moins dressés. Elle porte un grand nombre de branches
vertes de différentes longueurs donnant a l'espéce une structure ouverte, et représentant la
majorité de sa biomasse aérienne. Les feuilles caduques sont trés petites et les fleurs sont
jaunes et trés petites aussi (5-6 mm), en grappes latérales de 8 a 15 flores disposées sur les

rameaux agés. Les fruits sont couverts par une couche dure et germe en hiver (Janvier—
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Février). C'est des gousses globuleuses, jaune brun (Fig. 2) (Domingo et al., 1997; 1998;
1999).

La transpiration et la photosynthése sont essentiellement assurées par des cladodes verts
cylindriques, arrangés sur des tiges a orientation au hasard, les cladodes sont produits

annuellement au niveau des bourgeons axillaires (Brenner et al., 1995; Pugnaire et al., 2006).

La plante produit, au printemps, dans chaque nceud de nouvelles pousses, des feuilles
lancéolées sessiles, mais qui ne persistent que pendant 3 a 4 semaines, jusqu'a ce que leurs
cladodes axillaires achévent la croissance. L'arbuste devient donc dépourvu de feuilles, ces
dernicéres contribuent ainsi a une part négligeable (<1%) de la photosynthése pendant une

courte période, au printemps (Haase et al., 1999).

L'espéce est douée d'un systéme racinaire dimorphe, avec une racine principale pivotante,
dépourvue de fines ramifications et pouvant dépasser 30 m de profondeur et des racines

latérales ramifiées arrivant jusqu'a 15 métres de profondeur (Haase et al., 1996).

Figure 2 : L'espece Retama sphaerocarpa. (A) Fleurs. (B) Fruits. (C) Graines.
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2.4 Ecologie de I'espece

Retama sphaerocarpa est une espéce endémique du bassin méditerranéen elle est
commun entre 0-1400m d'altitude et dans les divers climats (humides et arides) et les milieux
ouverts, sécs et ensoleillés des écosystémes méditerranéens, notamment les dunes coticres, les
maquis, et aussi les déserts, formant le couvert forestier principal dans de nombreuses régions

semi-arides (Allen et Allen, 1981).

Elle est parmi les trois espéces appartenant au genre Retama trouvés en Algérie. Aujourd'hui,
Retama sphaerocarpa se répand en raison de sa forte capacité a coloniser les champs
agricoles abandonnés (Espigares et al., 2004). Les zones arbustives de Retama sphaerocarpa

sont traditionnellement utilisées comme un systéme sylvo-pastoral (Gomez-Sal et al., 1999).

Retama sphaerocarpa est un élément clé pour prévenir les processus d'érosion et la
désertification en zone semi-aride et aride (Caravaca et al., 2003b; Requena et al., 1997).
L'arbuste a un couvert ouvert qui amortit les températures et le rayonnement qui atteint le sol,
son systéme racinaire profond lui permet d'atteindre des sources d'eau profonde, il est donc
capable de maintenir le potentiel relativement élevé de l'eau de son xyleme et l'activité
physiologique et biologique du canopée pour la plupart de I'année (Callaway, 1997; Lansac et
al., 1994).

Elle a la capacité de fixer 1'azote en raison de sa symbiose au nivaux de ses racines avec les
rhizobiums qui sont des bactéries du sol qui peuvent fixer le N, dans les nodules formés avec
la plante, elle a la capacité aussi a développer des associations symbiotiques avec les
champignons mycorhiziens ce qui lui permet d'augmenter sa survie sur des sites contaminés,
de s'adapter aux régions a faible fertilité (déficit en azote) et de coloniser des zones soumise a
un stress environnementale tres élevé (Boulila et al., 2009; Barea et al., 1992). La résistance
de l'espéce aux conditions environnementales extrémes (la salinité, la sécheresse et les
températures élevées) lui permette aussi de former ce qu'on appelle des «ilots de fertilités".
Ainsi, cette espéce est utile pour la revégétalisation des €écosystémes et la restauration des

milieux dégradés (Caravaca et al., 2003a; Singh et al., 2002; Moro et al., 1997a).

Dans les zones arides et semi-arides, les arbres et les arbustes exercent une influence
importante sur la strate herbacée (Vetaas, 1992; Belsky et Canham, 1994). L'arbuste Retama
sphaerocarpa a des effets bénéfiques (édaphiques et physiques) sur la végétation sous étagée
(Moro et al., 1997a-b; Pugnaire et Lazaro, 2000).
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C'est une source importante d'hétérogénéité spatiale en particulier dans les savanes (Lopez-
Pinter et al., 2006; Moreno-Jiménez et al., 2008). D'autre part, il y a une relation de
mutualisme entre Retama sphaerocarpa et les herbes sous étagées; elle leurs fournit un
microenvironnement favorable et les herbes lui assurent une matiére organique labile

(Pugnaire et al, 1996).

Ainsi, Retama sphaerocarpa et les 1égumineuses d'une maniére générale agissent comme des
premiers colonisateurs et sont utiles pour la restauration du couvert végétal et des écosystemes

dégradés et arides (Forti et al., 2006; De Andrés et al., 2007; Villar-Salvador et al., 2008).

2.5 Utilisation

En Algérie, Retama sphaerocarpa est utilisée comme drogue nommée "chemma"

préparée a partir des rameaux de 1'espéce.
Selon Bellakhdar, (1997) I'espéce est utilisée traditionnellement sous des formes différentes:

« Les tiges et les feuilles, pillées avec du miel, absorbées par voie orale, sont
utilisées comme vomitif. En lavements rectaux, la décoction des feuilles est

administrée comme purgatif et vermifuge;

« La poudre des feuilles et des fleurs séchées de l'espéce est utilisée comme
cicatrisant dans les circoncisions, comme vulnéraire, antiseptique et sédatif dans
les soins locaux des plaies, blessures, ulcérations de la peau et boutons

purulents;

. La plante, broyée dans du lait ou du beurre, est utilisée pour les mémes
indications et la décoction s'emploie, en frictions, contre le prurit et la gale

humaine et animale;

. Les racines de cette espece sont tres utilisées, comme abortif, en fumigations ou

en lavements vaginaux;

« l'infusé¢ des feuilles et des fleurs peut €tre bu mais en raison des risques

d'intoxication, qui sont connues de tous, cette forme d’utilisation est plutot rare;

. La plante a été utilisée pour empoisonner les puits, pendant la guerre des tribus

au Maroc;

10
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« Au Sahara, les tiges de Retama sont employées pour faire des pointes de feu

contre diverses algies dans la sciatique;

. La flagellation a l'aide des tiges de Retama intervient dans le traitement des
enflures et de la folie pour chasser les mauvais esprits, responsables, d'apres les

croyances traditionnelles de la perte de raison.

En Algérie on prépare le pain a manger avec la tisane des branches de Retama sphaerocarpa
pour guérir de la rage chez I'homme. Ces branche sont données a manger telles quelles aux

animaux atteints de rage.

2.6 Données phytochimiques

De Retama sphaerocarpa, plusieurs alcaloides ont été isolés, entre autres la cytisine, la
spherocarpine, I’anagyrine, la lupamine et la rétamine. El-Shazly et al., (1996) ont pu isoler
des alcaloides quinolizidiniques, des fleurs et des tiges de cette plante. La sparteine a été
I’alcaloide le plus abondant dans les tiges et I'anagyrine dans les fleurs. Plusieurs travaux ont
révélé aussi la présence, dans la partie aérienne de Retama sphaerocarpa, des flavonoides tel

que le rhamnasine (Louaar et al., 2007).

2.7 Données pharmacologiques

Les études de Lopez-Lazaro et al., (2000) ont démontré I’activité cytotoxique de sept
flavonoides isolés de 3 types d'extraits (chloroforme, éthyle acétate et butanol) obtenus a
partir des parties aériennes de Retama sphaerocarpa, contre trois lignées cellulaires
cancéreuses humaines. Le flavonole rhamnasine ¢té le plus cytotoxique. D'autre part les
alcaloides de Retama sphaerocarpa sont connus par leurs effets pharmacologiques
(ocytocique, hallucinogéne) (El Shazly et al., 1996). Toutefois 'activité antimicrobienne des
feuilles de Retama sphaerocarpa a été observée contre Staphylococcus aureus (Louaar et al.,
2007).

11
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2.8 Données toxicologiques

Les Rétames ont provoquées des intoxications humaines, dont quelques unes mortelles,
par suite de leur emploi, par voie interne, comme abortif (Bellakhdar, 1997). C'est un paturage
généralement évité par les animaux. En dehors des fleurs que le chameau apprécie beaucoup,
le bétail trouve les rameaux de Retama sphaerocarpa difficiles a ingérer (Martin et al., 1993).
L'ingestion excessive de cette plante cause, chez le chameau, la maladie dite mahs{ir ou tahsir
qui se manifeste par une rétention urinaire grave suite a l'obstruction de l'urétre (Mullero,
1945; Bellakhdar, 1978). Cette maladie est identique a celle provoquée par Genista saharae
Si aucun traitement n'est mis en ceuvre pour soulager I'animal, la mort survient en quelques
jours. Quand elles viennent a étre broutées, en période de sécheresse, ces especes provoquent
des avortements chez les chamelles, les brebis et les chevres. De plus elles communiquent au
lait une saveur trés amére et une odeur désagréable. La partie de la plante la plus toxique est le

fruit (Bellakhdar, 1997).

2.9 Substances toxiques de Retama sphaerocarpa (Les alcaloides)

Les alcaloides, de facon générale, contiennent au moins un atome d'azote dans leur
structure chimique. Ce sont des composés relativement stables qui sont stockés dans les
plantes en tant que produits de différentes voies biosynthétiques. Quelques structures sont
relativement simples, tandis que d'autres sont tout a fait complexes. Les alcaloides peuvent se
trouver dans toutes les parties de la plante et la partie dans laquelle les alcaloides s'accumulent

n'est pas forcément celle ou ils sont synthétisés (Harborne et Herbert, 1995; Dewick, 2001).

Le rdle des alcaloides dans les plantes est souvent inconnu, et leur importance dans le
métabolisme de la plante n’est pas trés bien définie. Une plante peut contenir plus de cent
alcaloides différents, mais en général leur concentration ne représente pas plus de 10% du
poids sec. L’existence de plantes ne contenant pas d'alcaloides démontre que ces composés ne
sont apparemment pas essentiels a leur reproduction. Pourtant, plusieurs alcaloides sont trés
toxiques et offrent, par conséquent, un arsenal chimique de défense des plantes contre

l'attaque des herbivores et des micro-organismes (Kutchan, 1995; Mann et al., 1994).

En outre, les alcaloides protégent les plantes contre les dommages provoqués par la lumiére
ultraviolet (UV). Ils constituent aussi une réserve de substances capables de fournir 1'azote ou

d'autres fragments nécessaires au développement de la plante. Parfois, ils n’ont pas de role

12
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précis et sont simplement des sous-produits du métabolisme végétal Retama sphaerocarpa est
une espece riche en alcaloides quinolizidiniques dont le précurseur est l'acide aminé lysine

(Fig. 3) (Bhat, 2005).

H,N

Figure 3 : Structure chimique de la lysine (Bhat et al., 2005).

Ces alcaloides sont doués de propriétés toxiques. Ils provoquent des problemes
d’empoisonnement chez l'animal et chez I’homme. Ils peuvent entrainer I'hypoglycémie,
I'hypotension et la dépression respiratoire. D'autre part, 'anagyrine et 'ammodendrine, qui
sont des alcaloides de Retama sphaerocarpa, sont considérés comme étant des mutagénes

(Keeler, 1976; El Shazly et al., 1996).

3. Les radicaux libres et les antioxydants

L’oxygene est une molécule indispensable aux processus vitaux, a la respiration
cellulaire et a la vie en générale Le concept selon lequel cette molécule peut entrainer des
dommages cellulaires importants par formation de dérivés oxygénés activés tels que les
radicaux libres, est encore mal per¢u dans le milieu médical. Pourtant, de trés nombreuses
études épidémiologiques et cliniques ont plus que suggéré le role de ces especes réactives de

I’oxygene (ERO) dans le développement de nombreux processus pathologiques.

Pour se protéger des effets toxiques de I’oxygene, [’organisme a développé des systémes de
défense antioxydants composés d’enzymes, de vitamines et de protéines. En situation
physiologique, ces systémes antioxydants ont la capacité de réguler parfaitement Ia

production des ERO (Pincemail et al., 2002).

13
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3.1 Les radicaux libres, une conséquence du métabolisme de I’oxygéne

Le métabolisme de I’oxygene peut générer des €léments réactifs appelés radicaux libres,
notamment 1’ion super oxyde (02) et I’ion hydroxyle (OH"). Ces composés chimiquement
instables sont porteurs d’électrons libres qui réagissent avec d’autres molécules, les

déstabilisant a leur tour, et induisent ainsi une réaction en chaine (Menvielle-Bourg, 2005).

3.2 Dommages liés aux radicaux libres

De part leur nature instable les radicaux libres sont toxiques et interagissent avec toute
une série de substrats biologiques importants et induisant la dénaturation des protéines,
I’inactivation des enzymes, I’oxydation du glucose. Ils peuvent causés des altérations au
niveau de I’ADN, augmentant les possibilités de mutation. Les processus de peroxydation
lipidique peuvent alors apparaitre avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule
pouvant aller jusqu’a la mort cellulaire. C’est ainsi que certains radicaux libres semblent jouer
un rdle dans les phénomeénes de vieillissement, qui pourraient étre la conséquence des
dommages oxydants irréversibles accumulés tout au long de 1’existence (Pincemail et al.,

2002).

3.3 Les antioxydants

Au sens large, un antioxydant est un composé qui inhibe ou retarde 1'oxydation des
substrats, méme si le composé est présent en concentration plus faible de facon significative
que le substrat oxydé. Les composés antioxydants peuvent étre recyclés dans la cellule ou
bien ils sont irréversiblement endommagés, mais leurs produits d'oxydation sont moins
nuisibles, pouvant étre convertis en substances inoffensives (Halliwell, 1995; Halliwell et

Gutteridge, 2007; Matkowski, 2008).

L’intérét porté aux antioxydants est grandissant. En situation physiologique, ces systémes
antioxydants ont la capacité de réguler la production des ERO Les antioxydants pourraient
atténuer le stress oxydatif d'un tissu indirectement en renforgant les défenses naturelles des

cellules et/ou directement par le scavenger des radicaux libres (Pincemail et al., 2002).

14
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3.3.1 Test antioxydant

Les tests antioxydants peuvent révéler différents mécanismes d'action en fonction des
caractéristiques de l'essai particulier. On utilise des méthodes simples comprennent des
radicaux libres "scavenging" artificiels, stables et colorés, tels que le 2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) (Re et al., 1999; Molyneux, 2004).

3.3.2. Les sources d'antioxydants

Au niveau de 'organisme et de la cellule, la protection antioxydante est fournie par de
nombreuses enzymes et antioxydants endogénes de petit poids moléculaire tels que 1'acide
ascorbique, le glutathion, I'acide urique, et plusieurs autres. De nombreux composés ont une
activité anti-oxydante en plus de leurs fonctions physiologiques spécialisées. Outre les
antioxydants produits par 1’organisme pour sa défense, les sources sont diverses (Azzi et al.,

2004).

3.3.3 Les végétaux sources d'antioxydants naturels

Les antioxydants d’origines naturelles sont présents dans toutes les parties des plantes
supérieures et sont en générale des composés phénoliques (Keita, 2005). Plusieurs études
épidémiologiques ont montré que la consommation diététique des antioxydants phénoliques
naturels est en corrélation avec la réduction des risques de cancers, des maladies
cardiovasculaires, des maladies neurodégénératives, du vieillissement, de 1'asthme et de

l'inflammation (Aruoma, 1998; Triantaphyllou et al., 2001).

Les composeés phénoliques (Les polyphénols)

L'appellation polyphénols ou composés phénoliques regroupe un vaste ensemble de plus
de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun: la présence dans leur structure d'au moins un cycle aromatique a 6 atome de
carbone, lui-méme porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et
al., 2004). Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans le régime
alimentaire. Leurs principales sources alimentaires sont les fruits, les 1égumes, les céréales, le

chocolat, les boissons d'origine végétale tels que les jus de fruits, le thé, le café¢ et bien

15



Synthése bibliographique

d'autres (Scalbert et al, 2005). La plupart des polyphénols possédent des propriétés
antioxydantes, a des divers degrés. Parmi les groupes de polyphénols antioxydants, il y a les
flavonoides (Harborne, 2001; Matkowski, 2006). Ils constituent un groupe de plus de 6 000
composés naturels ayant une structure chimique commune. C'est une grande famille de
métabolites secondaires polyphénoliques de faible poids moléculaire (Koes et al., 1994). Ils
sont quasiment universels chez les plantes vasculaires et leur nombre continue d'augmenter

(Erlund, 2004; Harborne et Williams, 2000).

Les flavonoides se trouvent dans les fruits et les légumes. Ils existent également dans
plusieurs plantes médicinales. Des remedes a base de plantes renfermant des flavonoides ont

été (et sont) utilisés en médecine traditionnelle de par le monde (Di Carlo et al., 1999).

« Structure des flavonoides

Les flavonoides possédent une structure phenylbenzopyran tricycliques (Matkowski,
2008). Un squelette de base a quinze atomes de carbone, constitu¢ de deux unités
aromatiques, deux cycles en Cg (A et B), reliés par une chaine en C; (Fig. 4) (Bruneton,

1999).

Figure 4 : Squelette de base des flavonoides (Bruneton, 1999).

« ROole des flavonoides dans les plantes

Dans les plantes, les flavonoides jouent un role important dans de nombreux processus
biologiques tels que la pigmentation des fleurs, des fruits et légumes, pour attirer les
pollinisateurs et disséminateurs de graines, la protection contre les rayons ultraviolets (UV), la

défense des plantes contre les micro-organismes et la germination du pollen en agissant
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comme des molécules de signalisation dans les interactions plantes-microorganismes

(Havsteen et al., 2002; Dixon et Paiva, 1995; Dooner et Robbins, 1991).

. Les sous-classes des flavonoides

Selon les modifications du cycle-C; les flavonoides peuvent étre divisés en différentes
classes structurelles tel que les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, les
flavanols, les catéchines et les anthocyanidines (Bovy et al., 2007). La grande diversité dans
les structures des flavonoides est due a des modifications de leur squelette de base. Dans le
régne végétal, et méme au sein d'une seule espece végétale, il y a une grande variation dans le

taux et la composition des flavonoides (Forkmann et Heller, 1999; Hamza et al., 2010).

4. La toxicité

L’étude de la toxicité concerne des domaines trés variés. En effet, des médicaments aux
armes chimiques en passant par les végétaux, les animaux, les produits industriels et bien
d'autres. L’Homme est constamment expos¢ a la toxicité. Ainsi une étude réalisée en 1986 en
France a montré que les réanimateurs et les médecins d’urgence occupent 20 a 90% de leurs
activités a des effets toxiques. Tandis que d’autres études montraient que les intoxications
aigués représentent la premiere cause d’hospitalisation des pays développés et la deuxiéme
cause de mortalité des individus de moins de 30 ans dans les pays en voie de développement

(Bismuth et al., 1987).

Pour qu’une drogue possédant des effets pharmacologiques puisse éventuellement étre utilisée
comme médicament, il est d’abord nécessaire que ’activité apparaisse a des doses pour
lesquelles la toxicité est négligeable. Les essais de toxicité accompagnent donc les essais
d’activités biologiques au cours de la sélection de nouvelles molécules car dans certains cas
I’absorption d'une substance a pour effet de perturber le métabolisme des étres vivants,
provoquant des troubles physiologiques pouvant aller jusqu’a la mort des individus exposés.
En fonction de I’intensité et de la rapidité des effets, on distingue une toxicité aigué, une

toxicité subaigué et une toxicité a long terme (Bismuth et al., 1987).
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4.1. La toxicité aigué

Elle représente la manifestation la plus spectaculaire de la nocivité d'un poison. Ce fait,
qui conduit a considérer comme vénéneuse toute substance qui tue violement, se traduit par la
mort rapide de l'individu ou des populations contaminées. La toxicité aigué peut donc se
définir comme celle qui provoque la mort ou de trés graves troubles physiologiques aprés un
court délai suivant l'absorption par voie transtégumentaire, pulmonaire ou buccale, en une fois

ou en plusieurs répétitions d'une dose assez importante d'un composé nocif (Ramade, 1979).

L'étude de la toxicité aigue est aussi qualitative et quantitative des phénomenes toxiques qu’il
est possible de rencontrer aprés I'administration de la substance active. Cette étude décrit les

symptomes observés, y compris les phénoménes locaux. Elle permet:

. I’indication de la dose maximale sans effet toxique (DME), c’est a dire la dose la
plus élevée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevée par rapport au lot
témoin;

« lanotation de la dose minimale pour laquelle la mort survient a tous les animaux

de I'expérimentation;

« la détermination de la DLsy avec ses limites de confiance 95% (Ruckebusch,

1981).

4.1.1 La détermination de la dose létale (DLsp)

La DLs, est dans sa forme la plus simple la dose d'un composé qui provoque une
mortalité de 50% dans une population d'animaux mis en expérience. C'est-a-dire ayant regus
une administration unique d'un produit dans des conditions expérimentales bien définies.
Cette détermination est fondée sur I’évaluation des réponses de tout ou rien: mort ou survie
des animaux. Le protocole expérimental consiste a expérimenter sur 5 a 6 lots de 10 a 20
animaux auxquels sont administrées des doses croissantes de la substance a essayer de
maniere que le pourcentage de mortalité¢ varie entre 0 et 100 %. Ceci parce qu’il est
impossible d’obtenir immédiatement 50 % de morts a partir d’un seul group. La construction
d’une courbe donnant le pourcentage de mortalit¢ en fonction du logarithme de la dose

conduit a déterminer la dose qui serait la DLs, (Wallace Hayes, 2008).
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4.1.2 Différentes méthodes de détermination de la DLx

On peut déterminer la DLsy par deux méthodes de calcul, la Méthode de Dragstedt et
Lang, (1957) et la méthode de Karber et Behrens, (1935). Ainsi qu'on peut la déterminer par
deux méthodes graphiques qui sont la méthode de Miller et Tainter, (1944) et la méthode de
Litchfield et Wilcoxon, (1949).

4.2. La toxicité subaigué

Differe de la précédente (toxicité aigu€) par le fait qu'une proportion significative de la
population peut survivre a l'intoxication, bien que tous les individus aient présenté des signes
cliniques se produisant a court terme sur des organes cibles, parfois réversibles et découlant
de I'absorption répété du toxique, mais a des dose plus faible que celle de la toxicité aigué

(Ramade, 1979).

4.3 La toxicité a long terme

C'est l'exposition a de tres faibles concentrations, parfois méme infimes, a des
substances dont la répétition d'effets cumulatifs finit par provoquer des troubles beaucoup

plus insidieux et irréversibles (Ramade, 1979).

Il est a signaler que des troubles de toxicité se manifestent souvent aprés une longue
imprégnation de 1’organisme. Des essais de toxicité par administration réitérée chez 1’animal
sont toujours effectués lorsqu’une molécule présente un éventuel intérét thérapeutique

(Wepierre, 1981).

4.4 Manifestation de la toxicité

L'effet d'un toxique sur 'organisme dépend essentiellement de la quantité du toxique ou
des substances réactionnelles qu'il engendre (métabolites actifs, radicaux libres) qui se fixe au
niveau du site d'action (enzyme, récepteur cytoplasmique, ADN...). Cet effet est fonction,
non seulement de la quantité du toxique actif qui atteint le site d'action, mais aussi de son

affinité pour ce site (Lauwerys, 2003).
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Les quatre principaux facteurs biologiques influengant la concentration du toxique actif au

niveau des récepteurs sont :

4.4.1 L'absorption

La voie d'exposition (cutanée, digestive, pulmonaire, parentérale) exerce une influence
déterminante sur la fraction de la dose "externe" qui pénétre dans la circulation systémique et
ainsi atteint l'organe cible. D'abord la perméabilité de ces différentes barrieres peut variés
considérablement pour une méme substance. La voie d'absorption peut méme conditionner
'organe cible. Contrairement a la substance absorbée par les voies cutanée et pulmonaire, les
molécules absorbées par voie digestive doivent généralement passer par le foie avant d'étre
éventuellement diluées dans la circulation systémique. Il n'est dés lors pas surprenant que le
foie soit fréquemment 1'organe cible de toxiques ingérés, surtout lors d'intoxication aigué car
il se trouve sur la voie de transport obligatoire du toxique. Le degré d'absorption d'une
substance étrangere par le tractus gastro-intestinal est lui-méme soumis a diverses influences

(Diamand et al., 1970).

4.4.2 La distribution

Entre le moment ou elle est absorbée et le moment ou elle est excrétée, une substance
chimique peut se distribuer dans divers tissus de l'organisme et subir de nombreuses
transformations métaboliques. Certaines substances peuvent se stocker préférentiellement
dans certains tissus qui ne constituent pas nécessairement le site principal d'action toxique

(Lauwerys, 2003).

4.4.3 La biotransformation

Dans l'organisme, la majorité des substances étrangeres subissent des transformations
métaboliques. La cellule parenchymateuse hépatique constitue le principal site de
métabolisation. En effet, si la majorité des transformations métaboliques donnent naissance a
des composés aisément excrétables par les voies urinaires et biliaires, il arrive qu'un des
produits de biotransformation soit plus réactionnel, capable de se fixer rapidement sur les

molécules cibles (Saito, 1977).
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4.4.4 L'excrétion

Les voies urinaires et biliaires représentent les principales voies d'excrétion des
substances étrangéres. L'importance relative des deux voies principales d'élimination est
intimement liée aux transformations métaboliques que le toxique subis in vivo. Divers
facteurs endogénes modifient les vitesses d'excrétion et ainsi la concentration du toxique au

niveau de son site d'action (Reidenberg, 1974).
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Chapitre 02

Matériels et Méthodes

1. Matériels

1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal comprend des rameaux de l'espéce Retama sphaerocarpa récoltés a
El-gosbat Djebel Guetiane, Daira de Ras-El-Aioun, Wilaya de Batna (Fig. 5). Djebel Guetiane
se situe a la limite sud de la Wilaya de Sétif et au Nord de la Wilaya de Batna. Les rameaux
ont été récoltés en octobre 2009 et 1'identification de l'espece a été faite en se basant sur la

flore de Quezel et Santa, (1962-1963) et validé par des enseignants du Département de

Biologie de 1'Université Ferhat Abbes de Sétif.

Figure 5 : Retama sphaerocarpa. (A) L'espéce dans son milieu naturelle. (B) Les rameaux de la
plante.
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1.2 Matériel animal

Le matériel animal choisi est le rat blanc Albino Wistar, males et femelles produits par
l'institut Pasteur d'Alger. Ces rats ont été utilisés pour I'étude de la toxicité aigué de l'extrait
aqueux de Retama sphaerocarpa. Les femelles ont un poids moyen de 180+20 g et 200+20 g
pour les males. Apres l'expérience de la toxicité aigu€, un autre groupe d’animaux a été utilisé
pour I'¢tude de la toxicité subaigu€, notamment des rats femelles de poids moyen de 200+30 g

et des males de 150+25 g.

L'¢levage des animaux est fait au niveau de l'animalerie du Département de Biologie,
Université de Ferhat Abbes, Sétif, ou la température moyenne varie entre 20-25°C, avec un
cycle photopériodique de 12 heures de lumicre/obscurité. Les rats sont logés dans des cages
en plastique, chacune porte cinq rats du méme sexe et recevant la nourriture et 1'eau a volonté.
La litiere utilisée est la sciure, renouvelée deux fois par semaine pour assurer le bon état

hygiénique des animaux.

1.3 Produits chimiques

Les sels et les produits chimiques de grade analytique proviennent tous de Sigma. Les
autres réactifs et solvants sont obtenus auprés de Prolabo, Aldrich, Organics et Janssen

Chemica.

2. Méthodes
2.1 Préparation des extraits de Retama sphaerocarpa

Les rameaux de Retama sphaerocarpa ont été nettoyés des impuretés, séché a
température ambiante et a I'ombre pendant quelques jours, puis broyés a l'aide d'un mortier

pour avoir une poudre a partir de laquelle les extraits ont été réalisés.

2.1.1 Extrait aqueux

L'extrait aqueux de la plante a été obtenu a partir de 150g de poudre des rameaux
infusée dans 3 litres d'eau distillée préalablement chauffée a 100°C. Ce mélange a été agité

pendant 24 heures sur un agitateur magnétique. Aprés une période de décantation durant
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quelques heures, le surnageant a été filtrée sur du coton hydrophile puis sur papier Wattman
(3mm). L'eau de la solution a été évaporée a 50°C a I'aide d'un rotavapor de type BUCHI, puis
a l'aide d'une étuve (45°C). L'extrait sec obtenu a été conservé au congélateur jusqu'a son

utilisation (Fig. 6) (Soro et al., 2009a; Nene-Bi et al., 2009, avec modification).

150 g du matériel végétal sec et broyé

_l’_
3 litres d'eau distillée chauffée a 100°C
Agitation sur un agitateur magnétique (24 heures)
Séjour de quelques heures
Filtration sur coton hydrophile

l » Elimination des débris
Filtration sur papier Wattman (3 mm)

Evaporation au rotavapeur (50°C)

Etuve (45°C)

v » Récupération de I'eau
Extrait aqueux sec

Figure 6 : Protocole de préparation de I'extrait aqueux.

2.1.2 Extrait méthanolique

L'extrait méthanolique des rameaux de Retama sphaerocarpa a été préparé a partir de
100g de poudre de rameaux qui a été mise a macérer dans 1 litre de méthanol, a la
température ambiante et a 'ombre pendant 7 jours. Ensuite la solution a été filtrée sur filtre
Wattman (3 mm) et le solvant a été récupéré du filtrat par évaporation dans un rotavapor de
type BUCHI, a une température de 45°C. L'extrait obtenu a été conservé au congélateur

jusqu'a son utilisation (Fig. 7).
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100 g du matériel végétal sec et broyé

+

1 litre de méthanol

Macération a la température ambiante et a I'ombre (7 jours)

Filtration sur filtre Wattmen (3 mm)

Evaporation au rotavapeur (45°C)

Extrait méthanolique brut

Figure 7 : Protocole de préparation de I'extrait méthanolique.

2.1.3 Calcul du rendement

Le rendement de la plante en extraits est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids
de la plante a traiter (Carré, 1953). Le rendement qui est exprimé en pourcentage a été calculé
par la formule suivante:

R=Pg/P4 x 100.

Ou
R= Rendement de I'extrait en pourcentage;
Pr= Poids de l'extrait en gramme;

PA=Poids de la plante en gramme.
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2.2 Dosage des métabolites des extraits de Retama sphaerocarpa

2.2.1 Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux est effectué¢ selon la méthode au bleu de Prusse (Price
et Butler, 1977) modifiée par Graham, (1992) qui est basée sur le principe d'oxydation du
ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)g) par les phénols pour donner des ions ferreux. Ces
dernicres réagissent avec le chlorure de fer (FeCls) et donne le complexe bleu de Prusse qui
absorbe a 700 nm. A 0,Iml de chaque extrait dissous dans le méthanol ou l'eau distillée
ajouter 3 ml d'eau distillée. Apres agitation, 1ml du KsFe(CN)g (0.016M) dissous dans I'eau
distillée et 1ml du FeCls (0.02M) dissous dans HCL (0,IN) sont ajoutés. Incuber sous
agitation a température ambiante pendant 15 minutes, ensuite Sml de la solution stabilisante
(comprenant 30ml de la gomme arabique 1%, 30ml de l'acide phosphorique 85% et 90ml
d'eau distillée) est ajoutée. La lecture s'effectue a 700nm et la concentration des polyphénols
totaux est calculée a partir de I'équation de régression de la gamme d'étalonnage établie avec
l'acide gallique (0-200 pg/ml) (Fig. 8). Elle est exprimée en milligramme d'équivalents d'acide
gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g).

0,6 1 y = 0,0023x + 0,0247
R’ = 0,9983
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Figure 8 : La courbe d'étalonnage de l'acide gallique (moyenne£SD de trois mesures).

2.2.2 Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides est effectu¢ selon la méthode de trichlorure d'aluminium;

(AICl3) (Bahorum et al.,, 1996) a 1ml de chaque extrait (préparer avec des dilutions
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convenables dans le méthanol ou 1'eau distillée) en ajoutant 1ml de la solution d'AICl; (2%
dans le méthanol). Aprés 10 minutes d'incubation, l'absorbance est effectuée a 430nm. Le
calcule de la concentration des flavonoides ce fait a I'aide des gammes d'étalonnage établies
avec la quercétine et la rutine (0-40 pg/ml) (Fig. 9) et elle est exprimée en milligramme

d'équivalent de quercétine ou de rutine par gramme d'extrait (mg EQ/g).
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Figure 9 : La courbe d'é¢talonnage de la Quercétine et de la Rutine (moyenne + SD de trois mesures).

2.3 Analyses des extraits de 1'espéce Retama sphaerocarpa par HPLC/IV-vis-DAD/ ESI-
MS et GC/MS

Les extraits méthanolique et aqueux ont été analysés a I’aide de deux techniques
d’analyses; la chromatographie liquide haute performance couplée a la masse et a I’ultraviolet
visible HPLC/IV-vis-DAD/ ESI-MS et la chromatographie gazeuse couplée a la masse
GC/MS.
Ce sont des méthodes de séparation des constituants d’un mélange méme trés complexe. Elles
utilisent un fluide appelé phase mobile parcourt un tube appelé colonne. Cette colonne peut
étre remplie ou capillaire. Dans les deux cas, la colonne est appelée phase stationnaire. A
I’instant initial, le mélange a séparer est injecté a ’entrée de la colonne ou il se dilue dans la
phase mobile qui I’entraine a travers la colonne.
Si la phase stationnaire est bien choisie, les constituants du mélange, appelés généralement les

solutés, sont également retenus lors de la traversée de la colonne. Il résulte que les

28



Matériels et méthodes

constituants du mélange injecté se déplacent tous moins vite que la phase mobile et que leurs
vitesses de déplacement sont différentes. Ils sont ainsi ¢élués de la colonne les uns apres les
autres et donc séparés. Un détecteur placé a la sortie de la colonne couplé a un enregistreur
permet d’obtenir un chromatogramme.

Dans les conditions chromatographiques données, le temps de rétention (temps au bout
duquel un composé est ¢lué¢ de la colonne et détecté), caractérise qualitativement une
substance. L’amplitude de ces pics, ou encore I’aire limitée par ces pics et la prolongation de
la ligne de base permet de mesurer la concentration de chaque soluté dans le mélange injecté.
Les deux techniques chromatographiques (HPLC et GC) couplées a la masse nous permettent
de caractériser les molécules du mélange a partir de la mesure de leur masse moléculaire

(Romani et al, 2003; Wu et al, 2004).

2.3.1 Analyse de I'extrait méthanolique

L'extrait méthanoique a ¢ét¢ analys¢ a l'aide de la technique HPLC/UV-vis-DAD/ESI-MS.
L'utilisation combinée de détecteurs DAD (détecteur a barre diode) et SM (spectrométrie de
masse) nous a permit d’identifier une série de substances naturelles dont la plus importance

est les isoflavones. (Wu et al, 2004).

2.3.2 Analyse de l'extrait aqueux

Les alcaloides de l'extrait aqueux ont ét¢ identifiés a l'aide de la technique GC/MS.

o Méthode expérimentale
Les analyses par GC/MS ont été exécutés sur un appareil Hewlett-Packard 5890 équipé d'un
détecteur a ionisation de flamme (FID) et connecté a un spectrometre de masse Hewlett-

Packard 5971A, et a une source d'ionisation (IE).

« Procédure analytique
Les déterminations analytiques ont été effectuées en utilisant les conditions expérimentales
suivantes :
Une colonne capillaire de Zebron ZB-5 (30m x 0.25mm x 0.25um); gaz hélium transporteur;
injection (mode splitless); un injecteur et un détecteur de température ont été préréglés a

250°C et 300°C, respectivement. La température du four a été programmé comme suit: 0 min.
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a 100°C, 1 min a 100°C, augmentation de la température de 100 a 150°C par pas de 5°C par
min, stabilisation a 150°C pendant 2 min; puis ¢élévation de 150°C a 300°C par pas de

3°C/min et enfin stabilisation a 300°C pendant 10 minutes (El-Shazly et al., 1996).

« Préparation de I'échantillon
Des aliquotes des échantillons lyophilisés (50 mg) ont été mis dans un flacon d'orange de 8
ml, 1 ml 0.5 N aq HCI a été ajouté. La solution a été agitée vigoureusement a 250 tr/min,
pendant 10 minutes a température ambiante. Puis la valeur du pH a été portée a 8 avec le
triethylamine (TEA), 1 ml de CH,Cl, a été ajouté, et les deux couches ont été maintenues
pour séparation pendant 5 minutes. La couche organique a été enlevée puis séchée sur
NaySOy4. Pour l'analyse GC/MS, décrite ci-dessus, 4 pl de chaque échantillon ont été prises et

injectés en 1’état.

2.4 Activité antioxydante

2.4.1 Méthode au 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
Le pouvoir antioxydant de nos extraits qui s'exprime par la donation d'un électron ou
d'un atome d'hydrogene a été mesuré par une méthode spectrophotométrique (Burits et Bucar,

2000). Le radicale libre 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est utilis¢é comme un réactif

(Fig. 10).
./ !
0,N N==N 03 N=N
Diphenylpicrylhydrazyl (Radical libre) Diphenylpicrylhydrazyl forme réduite)

Figure 10 : Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).
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L'expérience a été effectuée selon la méthode décrite par Giilliice et al., (2003). 50ul de
différentes concentrations des extraits est ajouté a Sml de la solution du DPPH d'une
concentration de 4mg/ml dissoute dans 100 ml de méthanol. Aprés 30 minutes d'incubation a
température ambiante et dans l'obscurité. L'absorbance est lue a une longueur d'onde de
517nm.

Le controle négatif est représenté par la solution méthanolique du DPPH.

Le contrdle positif est représenté par le BHT.

L'activité antioxydant, qui exprime les capacités de piéger le radicale libre est estimé par le
pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol (Inhibition % ou 1%)

suivant la formule:

Inhibition %= (ADS control = ADS (est) X 100 /AbS control.
Ou:
ADbS contro1 : Absorbance du contrdle a la longueur d'onde 517nm;

Abs st : Absorbance de I'échantillon a la longueur d'onde 517nm.

La valeur ICs est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50%
de l'activité du DPPH (couleur), ou encore, c'est la concentration de I'échantillon exigée pour
donner une diminution de 50% de l'absorbance de la solution controle constituer de méthanol
et de DPPH. Les valeurs I1Csy ont été calculées par la régression lin€aire ou I'abscisse est
représenté par la concentration des composés testés et l'ordonné par le pourcentage

d'inhibition (1%). (Mensor et al., 2001).

2.4.2 Méthode au B-caroténe

Dans cette méthode 1'activité antioxydante est déterminée en mesurant l'inhibition des
composées organiques volatiles et des hydroperoxydes a doubles liaisons conjuguées (diene
conjugated hydroperoxides), qui apparaissent lors de l'oxydation de l'acide linoléique.
(Dapkevicius et al., 1998).
Le test du B-caroténe a été effectué selon la méthode de Miller, (1971) modifier par Aslan et
al., (2006). Un mélange en solution a été préparé comprenant: 0,5mg de B-caroténe (dissous
dans 1ml de chloroforme), 25ul d'acide linoléique et 200mg de tween 40. Le chloroforme de

la solution a été évaporé dans une rotavapor de type (BUCHI) a 40°C, ensuite 100ml d'eau
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distillée saturée d'oxygene est ajoutée, puis mettre dans les tubes a essai 2500ul de la solution
et 350ul d'extraits ayant une concentration constante de 2g/l, méme procédure pour les
contrdles. Les absorbance ont été lue a 490nm, apres lheure, 2h, 3h, 4h, 6h, 24h, et 48h
d'incubation a température ambiante et dans 1'obscurité.

Le controle négatif est représenté par le méthanol et 1'eau distillée;

Le controle positif est représenté par le BHT.

Le pourcentage d'inhibition des extraits antioxydant est mesuré comme suit:
AA% = Abs (est/ Abs gur X100

AA%: Le pourcentage de I'activité antioxydante;
Abs i: Absorbance en présence de I'extrait (test);

Abs gut: Absorbance en présence du controle positif BHT.

2.5 Evaluation de la toxicité aigué de 1'extrait aqueux de Retama spaerocarpa

Pour la détermination de la toxicité aigué, le protocole expérimental utilisé est celui décrit par
Rasekh et al., (2008). Les rats ont été repartis au hasard en sept lots de dix males et femelles.
Un lot est utilis¢ comme témoin et les autres lots sont traités chacun par une dose unique de
l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa. En début de l'expérience les femelles avaient un
poids moyen de 180+20 et les males 200420 g.

o Administration

Aprées avoir soumis les rats a jeun, pendant 12 heures, I'administration est réalisée sur des rats
conscients par gavage oral a l'aide d'une sonde rigide. La technique repose sur le principe
suivant: bien tenir le rat pour qu'il ne bouge pas lors de 1'administration, puis lui faire avaler la
sonde. Une fois le bout de la sonde arrive a son estomac la substance est injectée doucement
(Fig. 11). Les doses administrées sont de 0, 500, 2000, 3000, 4000, 5000 et 6000 milligramme
d'extrait par kilogramme de poids corporel de rat respectivement aux 7 lots de 10 rats chacun
(5 males et 5 femelles). L’extrait a été repris avec de 1’eau a un volume constant de 10 ml de

solution par kilogramme de poids corporel de rat.

32



Matériels et méthodes

Figure 11 : Injection de I'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa par gavage oral.

« Observations

Apres l'administration de 1'extrait, les rats sont surveillés en permanence pendant 10 heures
avec prise de notes sur les signes de toxicité apparents. Pour le reste de la période de
l'expérience qui est de 14 jours les rats sont surveillés quotidiennement pour signaler s’il y a
eu des morts ou des changements dans l'alimentation et la consommation d'eau ou encore des
signes comportementaux ou cliniques supplémentaires de toxicité. Le jour J4, tous les rats
restant sont sacrifiés a la fin de 1'étude et le nombre des rats déja morts est exprimé en

pourcentage.

« Expression des résultats
La DLsy exprimée en mg/kg de poids corporel est déterminée par la méthode graphique de

Miller et Tainter, (1944) et la méthode par calcul de Dragstedt et lang, (1957).

2.5.1 Méthode graphique ou méthode de Miller et Tainter (1944)

En général il se trouve dans chaque série d’essai une dose assez faible pour laisser en survie
tous les animaux et une dose assez ¢élevée pour tuer tous les animaux. Les pourcentages des
rats morts dans chaque lot sont relevés et convertis en unités probits. Les doses correspondant
a ces pourcentages sont déterminées en milligrammes par kilogramme de poids corporel. La
courbe exprimant la mortalité des rats (en unités probits) en fonction du logarithme de la dose
administrée (en milligrammes par kilogramme de poids corporel) est tracée. La linéarisation
de cette courbe semi-logarithmique permet de déterminer la DLsy qui est I’abscisse du point

correspondant a 50 % de mortalité.
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Pour I’estimation de 1’écart type de la DLs, on lit sur le graphique les doses correspondant
respectivement a 16% et 84% de mortalité (probits 4 et 6); en soustrayant le premier du
second, on obtient la valeur SE.

L’écart type approché est donné par :
SE = (Log DLgs — Log DL;¢) / V2N

N étant le nombre total d’animaux dans les groupes

2.5.2 Méthode par le calcul ou méthode de Dragstedt et Lang (1957)
Cette méthode repose sur le postulat suivant :
« Tout animal ayant survécu a une dose qui lui aurait ét¢ administrée, survivra a toute
dose inférieure a celle-ci ;
« Tout animal ayant succombé a une dose qui lui aurait été¢ administrée, succombera a
toute dose supérieure a celle-ci.
Ainsi, on peut calculer pour chaque dose le pourcentage de mortalit¢” (M [%]) en cumulant
tous les morts observés aux doses inférieures et tous les survivants observés aux doses

supérieures

Nombre de morts cumulés
M (%) = x 100
Nombre de vivants cumulés + nombre de morts cumulés

La DLs est calculée par interpolation :

50(X-X1) + (X1Y2-XoY))

DLso =
Y,-Y,

X; : Dose supérieure encadrant la DLs;
X; : Dose inférieure encadrant la DLs;
Y : Pourcentage de mortalité correspondant a X»;

Y, : Pourcentage de mortalité correspondant a X;.
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2.6 Evaluation de la toxicité subaigué de l'extrait aqueux de Retama spaerocarpa
2.6.1 Les animaux de l'expérience

Pour la détermination de la toxicité subaigué, le protocole expérimental utilisé est celui
décrit par Ramirez et al., (2007). Vingt espéces de rats adultes de souche Albino Wister, ont
¢été aléatoirement reparties en deux groupes (n=10), chacun comporte cinq femelles de poids
égal a 200+29¢g et cinq males de poids égale a 150+25g. Les rats ont été logés selon le sexe

dans des cages en plastiques.

Apres le test préliminaire de la DLsy, les traitements ont été administrés oralement une fois
par jour pendant 4 semaines. Le premier groupe d'animaux servant comme témoins recevait
de I'eau a raison de 10ml par kg de poids de l'animale, alors que le deuxiéme groupe recevait
l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa a une dose égale a 1/10 de la valeur de la DLso,
calculée par la méthode graphique. Les animaux regoivent quotidiennement de l'eau du

robinet et la nourriture pendant toute la période de 1'essai.

2.6.2 Méthode d'observation et d'examen

Les rats ont été¢ pesés et observés quotidiennement pour noter tous les changements
physiologiques et/ou comportementaux. A la fin des 4 semaines tous les rats ont été

euthanasies, examingés et les organes foie et reins prélevés.

2.6.2.1 Prélévement sanguin

La nuit du 29°™ jour, tous les animaux sont mis a jetine. Le lendemain et aprés le
sacrifice de l'animal sous une anesthésie par I'éther diéthylique, les prélévements sanguins
sont effectués directement du coeur en utilisant une seringue. Les échantillons du sang,
d'environ 3ml, sont recueillis dans 2 tubes différents; un tube a EDTA utilisé pour 1I’examen
des paramétres hématologiques et l'autre contenant I'héparine utilisé pour les analyses
biochimiques. Ce dernier tube a ét¢ centrifugé a 3000t/10min et le sérum obtenu est conservé

a une température de -15°C jusqu'a son utilisation (Ben-Romdhane et al., 2003).
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2.6.2.2 Examen hématologique

L'examen des paramétres hématologiques a été effectué par le Medonic (Beckman
coulteur-USA-) au niveau du Laboratoire Centrale de 1'Hopital Universitaire de Sétif. La
formule de numération sanguine est composée de GR (Globules rouges), GB (Globules
blancs), HGB (Hémoglobine), HCT (Hématocrite), VGM (Volume globulaire moyen), TCMH
(Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine), CCMH (Concentration corpusculaire

moyenne en hémoglobine), PLT (Plaquettes).

2.6.2.3 Examen biochimique

Les analyses biochimiques ont été réalisées au niveau du Laboratoire Centrale de
I'Hopital Universitaire de Sétif a I'aide d'un appareil automatique de type TECHNICON, RA-
1000. Les parameétres dosés sont ALT (Alanine aminotransférase), PAL (Phosphatase
Alcaline), AST (Aspartate aminotransférase), CHOL (Cholestérol), CPK (Créatine
phosphokinase), CRE (Créatine), GLUC (Glucose), LDH (Lactate déshydrogénase), PT

(protéines total).

2.6.2.4 Réalisation des coupes histologiques

La réalisation des coupes histologiques a été effectuée au niveau du laboratoire central
d'anatomie pathologique a 1'Hopital universitaire de Sétif. Aprés avoir fixés le foie et les reins
dans du formol (10%) pendant une semaine, on les coupe en petits morceaux. Ces
¢chantillons sont déshydratés par passage dans trois bains d'éthanol successifs de 30 min (70-
75°; 90-95° et 100°). Ensuite ils sont éclaircis dans deux bains de 20 minutes de toluéne et

inclus dans la paraffine (deux bains de 2 heures chacun).

L'opération est automatisée a l'aide d'un automate (TISSUE-TEK® II°). L'inclusion définitive
est ensuite réalisée dans des moules métalliques (Shandon [O] Histocentre). Les blocs de
paraffines obtenus sont ensuite coupés par microtome (LEICA RM 2145), les coupes de Sum
d'épaisseur sont étalées sur des lames et séchées pendant une heure a 37°C, réhydratées,

colorées a 'hématoxyline-€¢osine (SHANDON [O]). (Bensalem-Bendjelloul, 1998).
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2.7 Analyses statistiques

Pour les tests antioxydants, les résultats ont été exprimés en moyenne+SD et les mesures
ont été répétées trois fois (n=3). Les résultats ont été analysés en utilisant GraphPad (version
5), pour I’analyse de la variance a un critére de classification (One-way ANOVA) suivi du
test de Tuckey pour la comparaison des résultats. La différence a ¢été considérée

statistiquement significative lorsque la valeur de p est <0.1.

Pour les études de la toxicité, la comparaison des moyennes et des variances est déterminée
grace au logiciel SigmaStat (version 3). Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM. Les
résultats sont analysés par le test t de Student. Les valeurs de p<0.05 sont considérées

statistiquement significatives.
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Chapitre 03

Résultats et Discussion

1. Evaluation des techniques d'extraction

Les deux extraits de Retama sphaerocarpa ont été obtenus a partir d'une poudre fine des
rameaux de cette plante et en suivant deux méthodes d'extraction différentes. La premicre
parvenant a un extrait méthanolique brut suite a une macération pendant 7 jours de la poudre
dans le méthanol suivie d’une évaporation de ce dernier. La deuxieme technique utilisée est
celle décrite par Soro et al., (2009a) avec quelques modifications et menant a un extrait
aqueux sec apres 24 heures d'agitation sous agitateur magnétique de la poudre (mélanger avec

de I'eau distillée) suivie d'une évaporation de 1'eau.

Les résultats de la présente étude indiquent qu’a partir de 100g de poudre des rameaux de
Retama sphaerocarpa et 1 litre de méthanol nous avons obtenu un extrait méthanolique
considéré comme ¢étant l'extrait brut de couleur verte foncée pouvant contenir de la
chlorophylle, des flavonoides, des polyphénols et d’autres composés. A partir de 150g de
poudre de rameaux de la dite plante et 3 litres d'eau distillée nous avons obtenu un extrait
aqueux de couleur brune foncée dépourvu de chlorophylle et contenant des alcaloides, des

flavonoides et des polyphénols.

Afin d'utiliser les extraits pour des essais pharmacologiques et toxicologiques, la conservation
de I'état bioactif des molécules extraites semble importante. L'épuisement complet du solvant
s'avere nécessaire. La présence méme des traces du méthanol dans 'extrait peut entrainer des
effets secondaires indésirables. De ce fait l'effet positif ou curatif de la substance

pharmacologique peut étre masqué par l'action du solvant.

Le rendement est calculé par rapport au poids total de la poudre de Retama sphaerocarpa et
l'extrait aqueux a donné un rendement de 18.68%. Ce résultat est proche de celui trouvé par

Soro et al., (2009a) qui ont utilisé le méme protocole d'extraction pour les écorce de Ximenia
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americana, obtenant un rendement de 17.50%. Le rendement de 1'extrait méthanolique est de
15.86%. Ce résultat est plus faible que celui de I'extrait aqueux. La différence de rendement
entre les deux extraits est due aux techniques d'extraction utilisées, qui sont totalement

différentes et a la composition chimique qui differe d'un extrait a l'autre.

2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Dans le but de caractériser les extraits préparés a partir de Retama sphaerocarpa, un
dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué.
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode au bleu de Prusse. L’acide
gallique a été utilis¢é comme standard et la teneur en polyphénols totaux est exprimée en
milligramme d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g) (Graham, 1992)
La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode de trichlorure d'aluminium (AICl3)
(Bahorum et al., 1996) en utilisant comme standard la quercétine et/ou rutine et elle est
exprimée en milligramme d'équivalent de quercétine ou de rutine par gramme d'extrait (mg
EQ/g). Elle dépend de la formation d'un complexe dou¢ d'une forte absorbance a la longueur
d'onde 430nm.
En générale, les résultats indiquent une quantité de polyphénols plus é€levée que celle des
flavonoides dans les deux extraits de Retama sphaerocarpa. Cependant l'extrait aqueux
comporte une plus grande teneur en polyphénols (17.36 = 0.86mg EAG/g) que l'extrait
méthanolique (15.79 = 1.23mg EAG/g); alors que pour les flavonoides 1'extrait méthanolique
présente des teneurs plus ¢élevées que l'extrait aqueux et en méme temps presque identique
pour les deux standards qui sont de: 4.62 + 0.13 mg EQ/g et 4.62 + 0.04 mg ER/g pour la

quercétine et la rutine respectivement (Tab. 1).
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Tableau 1: Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides dans les extraits aqueux et
méthanolique de Retama sphaerocarpa.

Teneur en flavonoides
Les extraits de la Teneur en polyphénols Quercétine Rutine
plante (mg EAG/g) (mg EQ/g) (mg ER/g)
Extrait brut 1579 £1.23 4.62+0.13 4.62+0.04
Extrait aqueux 17.36 + 0.86 0.98 £0.012 2.06 +£0.01

Les valeurs représentent la moyenne + SD, (n=3); (EAG) Equivalent acide gallique; (EQ) Equivalant
quercétine; (ER) Equivalant rutine.

Les teneurs élevées en composés phénoliques par comparaison aux flavonoides sont logiques
¢tant donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols. Ceci
peut étre aussi expliqué par une augmentation du métabolisme phénolique de la plantes; en
plus, I’existence d’une liaison avec les conditions climatiques dures et de culture telles que les
températures élevées, la durée d’exposition solaire, la nature du sol et la saison de croissance
(Djeridane et al., 2005; Boizot et Charpentier, 2006). D'aprés Edziri et al., (2008), les
résultats du dosage des polyphénols dans I'extrait méthanolique préparé a partir des fleurs de
Retama Raetam été estimés de: 179.39mg EAC/g, qui est un taux ¢élevé comparé avec nos
résultats sur: Retama sphaerocarpa qui est du méme genre que Retama raetam. Selon la
méme source I'extrait méthanolique des fleurs de Retama Raetam contient une concentration
plus ¢élevée en flavonoides par rapport a celle trouvée dans notre plante, elles est égale a:

41.58 mg ER/g.

3. Identification par HPLC/Uv-vis-DAD/ESI-MS des métabolites secondaires de

I'extrait méthanolique de Retama sphaerocarpa

Les résultats des analyses effectuées sur l'extrait méthanolique par HPLC/Uv-vis-
DAD/ESI-MS indiquent que cet extrait comporte des métabolites secondaires signalés par le

chromatogramme comprenant 40 pics, dont 17 ont été identifiés (Fig. 12).
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Figure 12: Identification des pics présents sur le chromatogramme de l'extrait méthanolique de
Retama sphaerocarpa visualisées a 260 nm.
(1) Dérivé de daidzéine; (2) Dérivé de génistéine; (3) Glycitéine-glucoside; (4) Daidzéine-
glucoside; (5) Génistéine 8-C-glucoside. (6) Génistéine-glucoside; (7) Daidzéine glucosyl-
malonate; (8) 7 hydroxy-6’méthoxy-3’,4 méthylenédioxy isoflavone-glucoside; (9)
Génistéine glucosyl-malonate; (10) Composé 8 acétate; (11) Dérivé de génistéine acétyle;
(12) 7 hydroxy- 6’méthoxy-3’,4’ méthylenédioxy isoflavone; (13) Ephedroidine; (14)
Génistéine; (15) 5,4’-dihydroxy-(3,4dihydro-3,4dihydroxy)-2,2 diméthylpyrano-(5,6:7,8)-

flavone; (16) Dérivé de génistéine; (17) Méthyle carnosate.

Il y a une prépondérance de la présence de plusieurs isoflavones (daidzéine, génistéine

glycitéine) et de leurs dérivés. Le composé qui présente le pourcentage le plus élevé est le

dérivé de daidzéine avec un pourcentage égale a 32%, suivie de génistéine glucoside étant de

12.7%. L’analyse a détecté la présence du méthyle carnosate avec un pourcentage de 1.6%.

Tous les composés identifiés sont indiqués dans le tableau (2-A) et la structure de base des

principaux composés est indiquée dans le tableau (2-B).
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Tableau 2: Composés contenus dans l'extrait méthanolique de Retama sphaerocarpa. (A)
pourcentages des composés; (B) Structures chimiques de quelques composés.

B
Composés/Mw Structures Chimiques
HO o}
Daidzéine O |
Mw = 254.25. O
o}
OH
HO 0]
Génistéine ‘ |
Mw = 270.24. O
OH O
OH
Glycitéine HO o
Mw = 284.26. O |
MeO O
0O
OH
Ephedroidine
Mw = 354.

5,4’-dihydroxy-
(3,4dihydro-
3,4dihydroxy)-2,2
diméthylpyrano-
(5,6:7,8)-flavone;
Mw = 370.

A
Composés (%)
Dérivé de daidzéine 32
Dérivé de génistéine (2) 3.7
Glycitéine-glucoside 2.5
Daidzéine-glucoside 4.4
Génistéine 8-C-glucoside 10.3
Génistéine-glucoside 12.7
Daidzéine-glucosyl- 2.6
malonate
7 hydroxy- 6’méthoxy- 11.8
3,4’ méthylenédioxy
isoflavone-glucoside
Génistéine glucosyl- 7
malonate
Dérivé de génistéine 4.5
acétyle
Génistéine 1.35
Dérivé de génistéine (16) 4.2
Composé 8 acétate 1.4
Meéthyle carnosate 1.6

7 hydroxy-
6’méthoxy-3°,4°
méthylenédioxy

isoflavone-

glucoside

Mw = 312.

(Mw) Masse moléculaire.

Des travaux récents de Louaar et al, (2005; 2007) indiquent la présence de plusieurs

flavonoides, principalement les Flavones et les isoflavones dans les extraits de Retama

sphaerocarpa. Dans la présente étude, nous donnons une idée générale des métabolites

secondaires issus de I'extrait méthanolique de cette espece et nous confirmons la présence

majoritaire des isoflavones et de leurs dérivés. D'autre part I’analyse a révélée la présence de

deux dérivés d'apigénine, qui sont I'ephedroidine, trouvé aussi dans Genista ephedroides
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comme signalé par Pistelli et al, (1998) et le composé 5,4’-dihydroxy-(3,4dihydro-
3,4dihydroxy)-2,2 diméthylpyrano-(5,6:7,8)-flavone. Ces deux métabolites sont aussi présents
dans Retama raetam, ce qui corrobore les résultats de Kassem et al., (2000). Ces métabolites
peuvent étre considérés comme des marqueurs chimio-taxonomiques de ce genre.

Le 7 hydroxy- 6’methoxy-3’,4’ méthylenédioxy isoflavone-glucoside qui occupe: 11.8% de
l'extrait méthanolique a été isolé des parties aériennes de Retama sphaerocarpa par les
travaux de Lopez-Lazaro et al., (1998). Les résultats indiquent aussi la présence d’un autre
métabolite, un terpénoide, dans l'extrait méthanolique de Retama sphaerocarpa. Ce
terpénoide, nommé le méthyle carnosate, est trés fréquent chez de nombreuses espéces
aromatiques méditerranéennes comme Rosmarinus officinalis L. et Salvia officinalis (Bicchi
et al, 2000; Cuvelier et al, 1994).

4. Identification des alcaloides de 1'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa par
GC/MS

Les analyses par GC/MS ont permis de détecter 9 alcaloides de I'extrait aqueux, signalés

dans le chromatogramme de la figure 13.
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Figure 13: Profils des pics de I'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa, les composés numérotés sont
donnés au tableau 3.
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La rétamine est l'alcaloide majoritaire de I'extrait aqueux, représentant jusqu’a 44% suivie de

I'ammodendrine de 7.22% (Tab. 3).

Tableau 3: Alcaloides identifiés dans I’extrait aqueux de Retama sphaerocarpa.

Numéro Nom du composé (%)
1 B-isosparteine 1.23
2 11,12-dehydrosparteine 5.54
3 Ammodendrine 7.22
4 Retamine 44
5 Cytisine 1.81
6 5,6 -dehydrolupamine 1.49
7 Lupamine 2.14
8 Anagyrine 3.30
9 Baptifoline 3.10

Balandrine et al, (1982), Cordero et al, (1991) et Neuner-jehle et al, (1964) ont isolés
quelques alcaloides quinolizidines de Retama sphaerocarpa. Ces travaux anciens sont suivis
par ceux d’El Shazly et al, (1996) qui ont isolés plus d'alcaloides dont 31 sont reportés et
répertoriés. Le présent travail utilise la GC/MS pour analyser les alcaloides de 1'extrait aqueux
de Retama sphaerocarpa. Les résultats indiquent la présence des alcaloides suivants: f-
isosparteine,  11,12-dehydrosparteine, = Ammodendrine, Retamine, Cytisine, 5,6—
dehydrolupamine, Lupamine, Anagyrine, Baptifoline, ces résultats corroborent ceux d’El
Shazly et al., (1996). Retama sphaerocarpa contient, donc, de nombreux alcaloides comme
les autre especes du genre tel Retama raetam (Abdel-Halim, 1995) et Retama monosperma
(Morales Mendez et al, 1971). Les alcaloides sont synthétisés dans les chloroplastes (Wink et
Hartmann, 1982), puis sont transportés vers tous les organes de la plante via le phloéme
(Wink et Witte, 1984). Ceci explique la présence de ces alcaloides dans les rameaux qui font
’objet de cette étude. A noter aussi que Lupamine, Ammodendrine, Retamine et Cytisine ont
été trouvés dans Viscum cruciatum, un hémiparasite vivant sur Retama sphaerocarpa
(Cordero et al., 1989; 1993), qui utilise ces alcaloides a partir du phloéme. La présence de ces

alcaloides dans les extraits de Retama sphaerocarpa lui confére un certain degré de toxicité.
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5. Détermination de I'activité anti-radicalaire des extraits de Retama

sphaerocarpa par la méthode de DPPH (effet scavenger)

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a ét¢é mesuré par la méthode
spectrophotométrique au DPPH. 11 posséde une coloration violette foncée qui va se
transformer en jaune pale, ce qui diminue son absorbance a 517nm, lorsqu'il est réduit par les
composés antioxydants en lui donnant un proton ou un électron (Cuandet et al., 1997). Les
résultats indiqués dans la figure 13 et le tableau 4 représentent les concentrations des
différents extraits qui picgent 50 % du radical DPPH (ICsg). C'est un parameétre utilisé pour
estimer l'activité antioxydante. Plus cette concentration est faible plus l'effet antioxydant est
trés élevé (Brande-Williams et al., 1995; Tsimogiannis et Oreopoulou, 2004; Atoui et al.,
2005).

Les résultats indiquent que les composés phénoliques (Acide galliques, quercétine et rutine)
possédent une activité anti-radicalaire tres élevée et supérieure a celle du BHT. L'acide
gallique est le plus actif avec une 1Cs5,=0.00056 + 3.45 mg/ml, ensuite la quercétine et la

rutine (0.0034 £+ 1.27mg/ml et 0.0041 + 8.92) respectivement (Tab. 4).

Tableau 4 : Les concentrations des extraits de Retama sphaerocarpa et des composés phénoliques qui
inhibent 50% du radical DPPH.

Les échantillons ICsp (mg/ml)
Extrait brut 0.46+0.010

Extrait aqueux 0.14+0.0014
Quercétine” 0.0034 + 1.27
Rutine” 0.0041 + 8.92
Acide gallique™ 0.00056 + 3.45
BHT 0.032 +0.018

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3), ( p <0.001, " p <0.01).
L'extrait méthanolique démontre une 1Cs5y=0.46 = 0.010mg/ml, un résultat qui est proche de

celui acquis par Edziri et al., (2008), qui ont travaillés sur Retama raetam et chez lesquels

I'ICsp de l'extrait Méthanolique était égale a: 0.5mg/ml. Cependant l'extrait aqueux qui a

46



Résultats et discussion

démontré une plus grande quantité en polyphenols indique aussi un effet scavenger meilleur
que celui de l'extrait méthanolique (Fig. 14), avec une ICso= 0.14 + 0.0014 mg/ml. Ces
résultats sont comparables a ceux de Sarikurkcu et al., (2008) utilisant 1'espece Marrubium

globosum ou 1'[Cs été de 0.15+1.12mg/ml.
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Figure 14 : Représentation de l'inhibition du radical DPPH par I'estimation des valeurs de I'ICs, des
différents extraits de Retama sphaerocarpa et des composés phénoliques.
EBr: Extrait brut; EAq: Extrait aqueux. Chaque valeur de 1'Cs, représente la moyenne +

sk

SD (n=3); (" p<0.001, " p<0.01).

D'apres ces résultats, on conclue que l'effet scavenger augmente avec l'augmentation de la
concentration des polyphénols dans l'extrait ce qui mene a suggérer que 1'effet antioxydant
d'un extrait de plante est en relation avec la quantité des polyphénols y présents. Cette
hypothése est démontré par plusieurs chercheurs tel que: Jayaprakasha et Patil, (2007); Agbor
et al, (2007) et Hodzic et al., (2009).

L'effet antioxydant d'un extrait peut aussi différer selon la qualité des polyphenols y presents
tel les flavonoides qui ont montrés des activités antioxydantes (Wang et Mazza, 2002). Le
génisteine et le daidzéine qui figurent dans la composition phénolique de l'extrait
méthanolique de Retama sphaerocarpa ont démontrés dans les travaux de Borras et al.,
(20006) et Liang et al., (2008) une activité¢ antioxidante due a l'effet chimique directe causé
principalement par leurs structures phénoliques. D'autre part Cuvelier et al., (1994) ont

identifiés l'activité antioxidante du carnosol et du méthyle carnosate.
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Le mécanisme de la réaction entre l'antioxydant et le DPPH dépend de la conformation
structurale de l'antioxydant (Kouri et al., 2007). Quelque composés réagissent tres vite avec le
DPPH en réduisant un nombre de DPPH égale a celui des groupements hydroxyles de
l'antioxydant (Bondet et al., 1997). La configuration spatiale et le nombre de groupement OH
des structures flavonoidiques peuvent avoir une influence sur les différents mécanismes

antioxydants (Hein et al., 2002).

6. Test de p-caroténe/acide linoléique

L'activité antioxydante des différents extraits de Retama sphaerocarpa a été évaluée
spectrophotométriquement en suivant la décoloration du fB-caroténe a 490 nm. Les résultats
des pourcentages de l'activité antioxydante en fonction du temps sont représentés dans la

figure 15.
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Figure 15: Activité antioxydante des extraits brut et aqueux de Retama sphaerocarpa.

(A) Activité antioxydante des extraits brut et aqueux de Retama sphaerocarpa par rapport
aux témoins (BHT, MeOH et H,O) par le test de B-caroténe / acide linoléique pendant 48
heures.

(B) Les pourcentages d'inhibitions des extraits brut et aqueux de Retama sphaerocarpa par
rapport aux témoins (BHT, MeOH et H,O) par le test de B-caroténe / acide linoléique
apres 24 heures.

(EBr) Extrait brut; (EAq) Extrait aqueux. Chaque point représente la moyenne + SD (n=3);

sk

(p<0.001, " p<0.01).

D'aprés les résultats les deux extraits de Retama sphaerocarpa inhibent 'oxydation du f-

caroténe trés significativement (p<0.001), aprés 24heures d'incubation, les pourcentages
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d'inhibition était proche de 80%. L'extrait aqueux a démontré un pourcentage d'inhibition
égale a: 79.075 + 3.916% plus ¢élevé que celui de l'extrait méthanolique (71.694 + 1.203%)),
alors que le BHT (contrdle positif) donne une valeur de 99.256 + 0.663% (Tab. 3). Ces

résultats sont comparable a ceux de Tepe et al., (2007) en étudiant 1'espéce Salvia verticillata.

Tableau 5: Effet antioxydant des extraits de Retama sphaerocarpa par le test du B-caroténe/ acide
linoléique apres 24 heures.

Les échantillons Jour 24 (M= SD en %)
BHT 99.256+0.663
MeOH 11.366+0.54
H0™" 10.881+0.606
EBr 71.694+1.203
EAq 79.075+3.916

(EBr) Extrait brut; (EAq) Extrait aqueux.
Chaque valeur représente la moyenne = SD (n=3); (" p <0.001, " p <0.01).

Etant donnée que plusieurs recherches ont montrés que l'effet antioxydant des sources
naturelles est 1i¢ a la présence des composés phénoliques (Hayase et Kato, 1984; Abdille et
al., 2005; Velioglu et al., 1998), l'extrait aqueux qui a démontré la plus grande teneur en
polyphénols et la meilleure activité dans ce test, laisse conclure que la forte activité
antioxydante des extraits aqueux et méthanolique de Retama sphaerocarpa est di a leur

contenance en composés phénoliques.

7. Etude de la toxicité aigué
7.1 Détermination de la DL 5,

Avant de chercher a déterminer la DLsg, une recherche préliminaire de la DLy: plus forte

dose a laquelle tous les animaux mis en expérience survivent, et de la DLj¢o: plus faible dose
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a laquelle tous les animaux meurent, est nécessaire. Ces deux doses délimitent la zone dans
laquelle 1'essai définitif doit étre effectué.

Dans notre travail 1'essai est réalisé selon la méthode décrite par Rasekh et al., (2008), sur des
rats blancs Albino Wistar males et femelles. Six (06) doses incluant DLy et DLjoy sont

retenues (Tab. 6), alors que les rats témoins (Omg/kg) sont restés en bonne santé.

Tableau 6: Les doses injectées et la transformation en pourcentage du nombre de morts dans chaque

lot.
lots | Nombre de rats (n) | Doses (mg/kg) Nombres de Pourcentages de morts

morts %

1 10 500 0 0

2 10 2000 3 30

3 10 3000 4 40

4 10 4000 7 70

5 10 5000 8 80

6 10 6000 10 100

Apres avoir calculé les pourcentages de mortalité dans chaque lot, la détermination de la DLs,

est effectuée selon deux méthodes différentes:

7.1.1 Méthode par le calcul ou méthode de Dragstedt et Lang

Apres application de la relation

50(X2-X1) + (X]Yz-XzYl)

DLso =
Y,-Y,

X3 : Dose supérieure encadrant DLs;
X : Dose inférieure encadrant DLsg;
Y, : Pourcentage de mortalité correspondant a X»;

Y : Pourcentage de mortalité correspondant a X.

Cette méthode a permit de révéler une DLs égale a: 3333.33mg/kg.

51



Résultats et discussion

7.1.2. Méthode graphique ou méthode de Miller et Tainter

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

probits (Tab. 7).

Tableau 7: Résultats des calcules des pourcentages corrigés et des probits.

Lots Doses Log dose | Pourcentages des morts Pourcentages Probits
(mg) (%) corrigés
1 500 2.7 0 2,5 3.04
2 2000 3.3 30 30 4.48
3 3000 3.48 40 40 4.75
4 4000 3.6 70 70 5.52
5 5000 3.7 80 80 5.84
6 6000 3.78 100 97.5 6.96

La courbe tracée exprime la mortalité des rats (en unités probits) en fonction du logarithme de
la dose administrée (en milligrammes par kilogramme de poids corporel). La linéarisation de
cette courbe semi-logarithmique permet de déterminer la DLsy qui est 1’abscisse du point

correspondant a 50 % de mortalité (Fig. 16).

e -
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R< = 0.893 >
g :
L
L
a4 4
Log LDS0O = 3396
3 - . / .
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Figure 16 : Courbe exprimant la mortalité des rats (en unités probits) en fonction du logarithme de la
dose administrée (en milligrammes par kilogramme de poids corporel).
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« Obtention du Log DLs, de I'équation de régression

Pour le probit 5 représenter par (y) et Log DLs représenter par (x) en a:

5+ 5.8854
X= —— =339
3.2054

DLsy = Anti-log 3.396 = 2488.86 mg.

« Calcule de I'erreur standard:

La valeur du probit pour la DLg4 et la DL est lue sur la table du probit elle est de 6 et 4
respectivement.

Pour ces deux valeurs log dose sont: 3.708 et 3.084

Alors que leurs anti-logs sont: 5105.05 et 1213.4 respectivement, en les appliquant dans la

formule (a) on obtient:

SE= 5105.05—1213.4/\2x 10
SE= 3891.65/4.472=2870.23

Donc:
DLspavec SE = 2488.86 + 870.23mg/kg.
La limite de confiance 95% est: 1618.63 - 3359.09mg/kg.

Donc, la DLs est égale a: 2488.86 + 870.23mg/kg et 3333,33mg/kg de poids corporel lorsque
celle-ci est déterminée respectivement par la méthode graphique et par calcul. La valeur de la
DLsg par calcul se trouvant dans l'intervalle de confiance de la DLsy graphique ce qui assure la
fiabilité de notre travaille.

Selon la classification de Diezi, (1989), lorsque:

—DLsp < 5 mg/kg: la substance est trés toxique;

— 5 mg/kg < DLsp < 500 mg/kg: la substance est toxique ;

— 500 mg/kg < DLso < 5000 mg/kg: la substance est faiblement toxique ;

—DLso > 5000 mg/kg: la substance est non toxique.

Dans la présente étude la DLsy de l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa calculer est
incluse entre 500mg/kg et 5000mg/kg (5 mg/kg < 2488.8+870.23mg/kg < 500 mg/kg).
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On en conclut que I’extrait aqueux de Retama sphaerocarpa est considéré selon la
classification de Diezi, (1989) comme étant faiblement toxique chez les rats par voie orale et

par conséquent cette plante mérite d’étre utilisée avec précaution chez I’homme.

7.2 Effet d'une dose unique sur la vie et le comportement générale des rats

Aprés l'administration de 1'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa par voie orale a des
rats males et femelles, on remarque qu'il y a une augmentation réguliére des signes
d'intoxications et de mortalité en liaison avec la dose injectée. Les signes sont résumés dans le

tableau §&.
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Tableau 8: L'effet d'une dose unique de Retama sphaerocarpa sur les rats.

Doses Rats Effets
(mg/kg) | Sexe M/T Mortalité/Latence | Symptomes de toxicité
(min, h)
500 Males 0/5 - -Redressement des poils, somnolence.
femelles | 0/5 - -Redressement des poils, somnolence.
2000 Males 1/5 >300h, <312h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse.
femelles | 2/5 >24h, <144h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, respiration laborieuse.
3000 Males 1/5 >24h, <48h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, respiration
femelles | 3/5 >6h, <24h laborieuse.
-Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, respiration
laborieuse, accélération du rythme cardiaque, trouble de mouvement et perte
d'équilibre.
Males 3/5 >10h, <24h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, respiration laborieuse,
4000 accélération du rythme cardiaque, trouble de mouvement, perte d'équilibre,
convulsion, inconscience.
femelles | 4/5 >5h, <12h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, respiration laborieuse,
accélération du rythme cardiaque, tremblement du corps, perte d'équilibre, convulsion,
paralysie des pattes, inconscience.
Males 3/5 >9h, <24h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, respiration laborieuse,
5000 tremblement du corps, perte d'équilibre, accélération du rythme cardiaque, convulsion,
paralysie totale, coma.
femelles | 5/5 >5min, <12h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, accélération du
rythme cardiaque, respiration laborieuse, tremblement du corps, perte d'équilibre
convulsion, paralysie totale, coma, mort.
Males 5/5 >8h, <28h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, respiration laborieuse,
6000 accélération du rythme cardiaque, tremblement du corps, perte d'équilibre, convulsion,
paralysie totale, coma, mort.
femelles | 5/5 >5min, <5h -Redressement des poils, somnolence, perte d'appétit, faiblesse, respiration laborieuse,

accélération du rythme cardiaque, tremblement du corps, perte d'équilibre, convulsion,
paralysie totale, coma, mort.

(M) Mort, (h) Heure, (min) Minute, (T) Totale.
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Le premier rat mort est une femelle, a la dose de 6000mg/kg, aprés 1 minutes d'injection suite
a des signes graves d'intoxication. En 1 minute, la rate a montrée une respiration presque
coupée, une perte d'équilibre, des contractions musculaires, une paralysie partielle (Fig. 17-
C), des vomissements (Fig. 17-E), coma et paralysie totale (Fig. 17-D), Elle meure aprés
s’étre allongée sur le ventre (Fig. 17-F), alors que le dernier rat qui a survécue jusqu'au 13°™
jours, est un male qui a recu une dose de 2000mg/kg.

La dose qui tue toute la population des femelles est de 5000mg/kg, alors que celle chez les
males, elle est de 6000mg/kg. Les signes de toxicité sont les méme pour les deux sexes mais
ils apparaissent chez la femelle a des doses inférieures que celles qui apparaissent chez les
males. On remarque chez les femelles surtout a partir de la dose non mortelle de 500mg/kg un
redressement de poils, la fatigue et la somnolence (Fig. 17-B).

Les signes commencent a augmenter a partir de la dose 2000mg/kg, qui induisent 30% de
mortalité de la population, soit 1 méale et 2 femelles. Ces rats, a cette dose, montrent des
signes de faiblesse associés a I’isolement individuel (Fig. 17-A). Leurs mouvements et leurs
appétits diminuent et la respiration devient difficile chez les femelles.

A la dose 3000mg/kg, le pourcentage des morts augmente a 40%, la respiration devient
laborieuse, les males et les femelle montrent des signes encore plus forts d'intoxication, leur
rythme cardiaque s'accélere et aprés un quart d'heure, les rates commencent a souffrir des
convulsions, des troubles involontaires de mouvements ce qui les conduit a une démarche
chancelante, certaines guérisses de ces troubles et d'autres finissent par mourir suite a des
contractions musculaires.

Dés la dose de 4000mg/kg, tout le corps de l'animale tremble sans cesse. Les troubles
involontaires agissent sur tout le corps entralnant une perte totale d'équilibre suivie par la
paralysie des pattes chez les femelles, se terminant par la mort de l'individu. Cette paralysie
partielle devient totale (Fig. 17-C-D) a la dose de 5000mg/kg chez les femelles et commence
a apparaitre chez les males, entrainant aussi la mort. La paralysie survient généralement apres
des heures de souffrance et de tremblement du corps le coma survient et 'animale meurt par

arrét respiratoire.
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Figure 17 : Les signes de toxicité aigu€ apparentes sur les rats. (A) Redressement des poils et
¢éloignement du rat dans un coin; (B) Les rats marquent une somnolence et fatigue; (C)
Paralysie partielle d'une rate femelle suite a la dose 5000mg/kg; (D) Paralysie totale et
coma d'un rat male a la dose 6000mg/kg; (E) Vomissement de la rate juste avant la mort a
la dose 6000mg/kg; (F) Rate femelle morte allongée sur son ventre suite a la dose
6000mg/kg.

La dose qui a tué toutes les femelle est inférieure a celle qui a tué tous les males mais aussi les
signes d'intoxication commencent a apparaitre chez les femelles a des doses plus faibles que

chez les males, ce qui indique que l'effet toxique est dépendant du sexe dont plusieurs
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chercheurs ont démontrés cette dépendance (Baliga et al., 2004). Dans notre étude les
femelles été plus sensibles a l'intoxication aigué par 1'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa
que les males.

Les convulsions, les vomissements, la respiration laborieuse et presque coupée, les paralysies
et l'accélération du rythme cardiaque sont dus probablement a l'atteinte du systéme nerveux
centrale. C'est ce qui est confirmé par notre étude phytochimique sur l'extrait aqueux de
Retama sphaerocarpa qui a révélé la présence des alcaloides qui sont connus par leurs effets
neurologiques, en particulier les alcaloides quinolizidiniques, dont les effets sont associés a
plusieurs activités telles que I'hypoglycémie, 1'hypotension et la dépression respiratoire
(Kinghore et Balandrin, 1984; Wink, 1993).

Plusieurs recherches ont démontré que la présence des alcaloides dans les extraits des plantes
est la cause de leur toxicité tels que les plantes de la famille des fabaceae. Les especes
appartenant aux genres Baptisia, Sophora, Cytisus, Laburnum, contiennent les alcaloides
quinolizidiniques, en particulier la cytisine (Henry, 1999; Szentesi, 1991). Cette alcaloide que
nous avons identifiées aussi dans 1'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa ressemble dans sa

structure chimique a 1'acétylcholine et au nicotine (Fig. 18) (Coe et al., 2005).
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Figure 18 : Structures chimique de quelques agonistes. L’ ACh est le neurotransmetteur endogéne
(Coe et al., 2005).

Les symptomes d'empoisonnement par la cytisine ressemblent a ceux d'empoisonnement par
la nicotine incluant des nausées, des douleurs abdominales, des faiblesses musculaires, des
vomissements, la stimulation respiratoire suivie d'une dépression respiratoire (Richards et

Stephens, 1970). Ce sont des symptdmes que nous avons remarqués chez les rats, suite a
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I’administration des doses élevées de 1'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa.

La cytisine et les alcaloides quinolizidiniques de facon générale sont des agonistes des
récepteurs nicotinique et muscariniques de l'acétylcholine et inhibiteurs des canaux Na'/K"
(Carbonnelle et al., 2003; Schmeller et al., 1994). Ces données peuvent expliquer l'effet
toxique des alcaloides quinolizidiniques sur les insectes, les vertébrés et autres organismes
(Macias et al., 2004).

On conclut que Retama sphaerocarpa est une espéce faiblement toxique et qui entraine la
mort des rats Albino Wister a des doses élevées par attaque neurologique provoquée par les

alcaloides quinolizidiniques identifiés chez cette espece.

8. Etude de la toxicité subaigué
8.1 Les signes généraux

Dans la présente étude, aucun mort n'a ét¢ signalé pendant l'expérience, mais au niveau
du comportement général, les rats sont calmes, présentant une diminution de la vivacité et de

l'appétit comparativement aux témoins; ils passent plus de temps a dormir.

8.2 Chronologie de 1'évolution pondérale

La suivie de la variation de la masse corporelle des animaux au cours de I'expérience de
la toxicité subaigué par l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa a démontré qu'il y a une
diminution du poids tout au long des 4 semaines pour les deux sexes, comparativement aux

témoins (Fig. 19).
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Figure 19 : Changement du poids corporel des rats dans les conditions de toxicité subaigu€ par
l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa. Les valeurs sont données en pourcentage.
(A) Femelles témoins et injectées; (B) Males témoins et injectés.

Le pourcentage de diminution était minimale durant la premicre semaine étant de 1.58 % pour
les femelles et de 2.10 % pour les males, alors qu'il a atteint son maximum dans cette
expérience durant la derniére semaine, prenant les valeurs de 9.68 % et 14.21% pour les

femelles et les males respectivement, ces derniers ont présentés les pourcentages de

diminutions les plus ¢élevées (Tab. 9).
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Tableau 9: Représentation des pourcentages de diminution du poids corporel des rats durant les 28
jours du traitement subaigué par l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa.

Les jours de traitement % de diminution % de diminution
(Femelles) (Males)
1 1.58 2.10
7 7.73 2.97
14 5.18 12.32
21 3.76 6.97
28 9.68 14.21

Le changement du poids corporel est utilis¢ comme un indicateur des effets indésirables des
composés chimiques (Hilaly et al., 2004). La perte du poids est corrélée a 1’état physiologique
de I’animal. Cette réduction du poids peut étre expliquée par une réduction de la
consommation des aliments, mais aussi par les possibilités d’interactions dose/absorption et
par la diminution de la quantité de nourriture absorbée. D'autre travaux ont démontrés aussi
une diminution du poids des rats aprés administration par voie orale de I'extrait de Chicococca

alba (Gazda et al., 2006) et celui de Stryphnodendron adstringens (Rebecca et al., 2002).

La diminution du poids corporel au cours des 28 jours de traitement quotidien suggére que
l'administration subchronique et par voie orale de 1'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa a
des effets sur la croissance des rats Albino Wistar. Des analyses complémentaires doivent étre

effectuées.

8.3 La masse relative des organes

Apres l'examen macroscopique des différents organes prélevés in situ, on a observé que
leurs tailles et leurs formes sont normales; par contre les valeurs de la masse relative des reins,
du foie, des poumons, du cerveau, de la rate, du cceur, et de I’estomac montrent une
augmentation des reins, du foie, du cerveau et des poumons chez les deux sexes traités par
rapport aux témoins. De point de vue statistique, les augmentations sont significatives chez

les femelles (foie et reins) (Fig. 20).

Ces résultats suggérent que l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa a des effets sur les

organes mesurés. Généralement, le changement du poids des organes internes est un indice de
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toxicité aprés l'exposition a une substance toxique (Raza et al., 2002; Teo et al., 2002).

L'augmentation du poids du foie peut étre liée a une congestion par réservation du sang dans

le foie (Rasekh et al., 2008). Ces résultats nécessitent cependant, des analyses plus

approfondies pour connaitre l'effet de 1'extrait sur ces organes.
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Figure 20 : Variation des valeurs de la masse relative des organes des rats au cours du traitement
subaigué avec l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa. (A) Femelles; (B) Males.
Les valeurs sont les moyens+SEM (n=5); les étoiles représentent la signification selon le
test 'ANOVA; * :( p<0.05, Significative); ns: non significative.
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8.4 Données hématologiques

Le systéme hématopoiétique est une des cibles les plus sensibles aux composés toxiques
et un indice important de I'état physiologique et pathologique de I'homme et 1'animal
(Mukinda et Syce, 2007). Les changements dans le syst¢tme hématopoiétique ont une plus
grande valeur prédictive pour la toxicité humaine, lorsque les données sont déduite des études
réalisées sur des animaux (Olson et al., 2000). A cet égard I'état de l'activité de la moelle
osseuse et les effets intravasculaires ont été controlés par des examens hématologiques (Tab.
10). Les résultats indiquent une augmentation significative des GB, GR, HGB, CCMH, chez
les femelles traitées et des GB et GR chez les males traités avec 1'extrait aqueux de Retama
sphaerocarpa par rapport aux témoins. Cependant on a signalé une diminution significative
des PLT chez les deux sexes et des VGM chez les femelles comparativement aux témoins.
Les parametres HCT, TCMH ne montrent pas de changements significatifs chez les deux

SEXES.

Tableau 10: Analyses hématologiques des rats apres traitement subaigué€ de 1'extrait aqueux de
Retama spheerocarpa.

Tests hématologiques F.T F.I M.T M.I

GB* 6.354+0.24 10.78+0.71* 8.3+0.20 10.02+0.44*

GR® 6.47+0.37 8.60+0.36* 8.16+0.30 10.34+0.26*

HGB* 14.08+0.56 18.40+0.70* 14.44+0.56 14.44+0.46™

HCT? 39.04£1.9 41.94+3.17™ 41.82+1.41 40.22+1.75™

VGM*® 57.76+1.67 51.4+1.02* 51.3+1.25 48.92+1.79™
TCMH' 20.52+0.42 19.32+0.85™ 17.68+0.39 17.92+0.52™
CCMH® 35.52+0.71 38.5+0.38* 34.52+0.24 35.22+0.47™

PLT" 562.8428.71  428.8+16.57* 666.6+10.21 552.4+26.23*

Les données sont exprimées par moyenne+=SEM; *(Significative, p<0.05); ns (non significative); (F.T)
Femelles témoins; (F.I) Femelles injectés; (M.T) Males témoins; (M.I) Males injectés; * Globules
blancs (X103/mm3); ® Globules rouges (x10%mm?®); © Hémoglobine (g/dl); ¢ Hématocrite (%); ©
Volume globulaire moyen (FL/cell); " Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (pg/cell); ¢
Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (g/dl); " Plaquettes (x10°/mm’).
L'augmentation des érythrocytes et des leucocytes est due a la surproduction des
¢léments de régulation de I'hématopoicse tels que les CSF (Colony stimulating factor), 'EPO
(Erythropoietin), la TPO (Thrombopoietin) par les macrophages et les cellules stromales de la

moelle osseuse et fournissant ainsi un environnement local favorable pour 'hématopoicse
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(Chang-Gue et al., 2003; Udut et al, 2005). Cette augmentation est associée a une ¢lévation
du taux d'hémoglobine et du CCMH chez les femelles indiquant ainsi l'augmentation de la
concentration d'hémoglobine dans les globules rouges. On assiste donc a une hyperchromie

(Bain, 2006).

La diminution du VGM émet la possibilité d'un changement dans la taille des globules
rouges, mais on ne peut pas la prendre comme résultats sans recourir a d'autres analyses
(Beck, 2009). La diminution du taux des plaquettes des rats traités par rapport aux témoins
indique que l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa a un effet sur la production des
plaquettes ou induit la thrombopénie (réduction du nombre de plaquettes dans le sang). Cet
effet est parmi les preuves d'effets toxiques sur I'hématopoi¢se. En outre, avec une diminution
du nombre de plaquettes, il y a un risque accru de saignements (Slichter, 2004). Ces résultats
corroborent ceux de James et al., (2010) qui rapportent que le taux des plaquette diminue

chez les rats et les souris femelles aprés injection de l'extrait aqueux de Polygala fruticosa.

8.5 Données biochimiques

Plusieurs composés de plantes toxiques s'accumulent dans le foie ou ils sont détoxifiés
(Clarke et Clarke, 1977). Le foie est la premicre cible de la toxicité et le premier organe
expos¢ a tout ce qui est absorbés dans l'intestin gréle; il métabolise les substances étrangeres a
des composés qui peuvent étre hépatotoxique. (Rhiouani et al., 2008). Le foie travaille en

association avec les reins pour supprimer les substances toxiques du sang (Tulsawani, 2010).

Une étude de la fonction rénale et hépatique peut donc s'avérer utile pour évaluer les effets
toxiques des plantes médicinales. Ces tests comprennent principalement la détermination de
I'AST, ALT, CRE, LDH et autres (Tilkian, 1979) et toute nécrose des cellules hépatiques
conduit a une hausse significative des enzymes AST, ALT, et LDH dans le sérum sanguin

(Adeneye et al., 2006).

Les études sériques effectuées sur les rats traités par 1'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa
montrent une augmentation significative des paramétres PAL, AST, CPK, LDH chez les
femelles par rapport aux témoins et des paramétres PAL, AST, CPK GLUC LDH chez les

males par rapport aux témoins. Les autres paramétres PT, CRE, ALT ne montrent pas de
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changements significatifs, ils sont aux normes chez les deux sexes ainsi que le CHOL chez les

males (Tab. 11).

Tableau 11: Analyses biochimiques des rats traités par I'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa.

Tests biochimiques F.T F.I M.T M.I
ALT? 37.2+3.42 30.4+4.43™ 34.40+4.26 29.00+2.56™
PAL" 28.742.36 57.62+3.91%* 33.98+4.72 69.88+7.70%*
AST® 32.0+2.09 121.4+3.96* 31.00+2.60 130.60+5.07*
CHOL* 0.500.04 0.310.03* 0.54+0.03 0.53+0.06™
CPK* 228.80+16.14  283.0+11.43* 167.2+11.88 308.6+34.56*
CRE' 4.4+0.50 5.8+0.86™ 5.20+0.37 5.00+0.31"
GLUC?® 0.80£0.05 0.98+0.06™ 0.73+0.03 0.97+0.06*
LDH" 537.20447.37 762.20+46.38*%  582.60+40.09  998.80+139.72*
PT' 68.78+2.56 61.3+2.14™ 65.08+2.55 65.96+3.9 ™

Les données sont exprimées par moyennexSEM., (n=5); *(Significative, p<0.05); ns (non
significative); (F.T) Femelles témoins, (F.I) Femelles injectées; (M.T) Males témoins, (M.I) Males
injectés; * Alanine aminotransférase (U/l); ® Phosphatase alcaline (U/l); ¢ Aspartate
aminotransférase (U/l); ¢ Cholestérol (g/l); ¢ Créatine phosphokinase (U/l); ' Créatine (mg/l); ®
Glucose (g/1); " Lactate déshydrogénase (U/1);  Protéine total (g/1).

Toutefois les résultats indiquent une diminution significative du taux du cholestérol chez les
femelles comparés aux témoins. Selon les travaux de Rasekh et al., (2001), ’extrait aqueux de
T. poliuma cause une réduction du taux du cholestérol total chez les rats. Ces auteurs
attribuent cette diminution a la présence de quelques polyphénols et flavonoides doués de
propriétés anti hyperlipidémique. Mary Sujin et al., (2009) ont expliqués la diminution du
taux du cholestérol dans le plasma par un probléme de formation des micelles et des acides
biliaires dans le tube digestif ce qui interfere avec 'absorption du cholestérol et dans ce cas le

cholestérole est excrété. Ainsi la diminution du CHOL remarqué dans nos résultats nécessite

plus de recherches et d'analyses pour expliquer ses causes.

L'AST est un enzyme considéré comme un bon indicateur de la fonction hépatique (Hilaly et
al., 2004) et un biomarqueur pour prédire la toxicité éventuelle (Rahman et al., 2001). En
générale 1'élévation des transaminases dans le sang est un indice de dommage des cellules
parenchymateuses du foie (Wolf et al., 1972). En outre, 'AST trouvé dans le sérum est

d'origine mitochondriale et cytoplasmique et toute augmentation peut étre prise comme un

65



Résultats et Discussion

premier signe de I€sions cellulaires qui mene a I'écoulement de 1'enzyme dans le sérum (James
et al., 2010). Ainsi, l'augmentation significative d'AST suggere fortement que I'administration
subchronique de Retama sphaerocarpa altére les hépatocytes et, par conséquent, le
métabolisme du rat. L'AST est un enzyme dont la concentration est élevée dans les
hépatocytes mais il est aussi largement distribué dans le cerveau, les reins, les muscles
squelettiques et le myocarde (Sacher et McPherson, 1991). L’augmentation de cet enzyme est
un indice d'une toxicité probable au niveau de ces organes et nécessites des analyses
complémentaires. Toutefois, I'augmentation des taux d'AST et de CPK dans le sérum indique
un effet toxique sur le coeur car ces enzymes sont utilisés pour indiquer les dommages
survenus au cceur (Varley et al., 1980). L'élévation du taux du glucose dans le sang peut étre
du a des dommages induits par l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa dans le pancréas
(Burtis et al., 1994). Ces résultats rejoignent ceux de Baliga et al., (2004) qui ont administré

l'extrait de Alstonia scholaris riche en alcaloides a des souris et des rats par voie orale.

L'¢lévation significative du LDH associée a ['¢élévation du CPK représente le premier
indicateur de la myopathie. C’est une potentialit¢ des dommages musculaires car ces deux
enzymes ont des valeurs diagnostiques des problémes du myocarde (muscle du cceur) ou du
muscle squelettique. Ces résultats corroborent ceux acquis par Rasekh et al., (2008) qui ont
observés 1’augmentation significative du LDH et du CPK suite a I’administration de I'extrait

de Galega officinalis (fabacées), par voie orale, a des rats Albino Wistar.

Par conséquent, on suggére que Retama sphaerocarpa peut causer des dommages musculaires
chez les rats Albino Wister des deux sexes. Ce résultat confirme la toxicité aigue qui conduit a
la mort des rats par paralysie, suite a une atteinte neurologique par les alcaloides

quinolizidiniques contenus dans I'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa.

PAL est un enzyme généralement mesurée pour indiquer 'obstruction des canaux biliaires.
Des niveaux ¢élevés de PAL existent dans les cellules qui se divisent rapidement ou celle dans
le métabolisme est active. Ces cellules comprennent 1'épithélium des voies biliaires et du foie,
granulocytes de la circulation sanguine, I'épithélium intestinale, le tubule proximal du rein, le
placenta et la lactation des glandes mammaires. Les augmentations de PAL surviennent dans
les cirrhoses biliaires primitives; dans les conditions de désorganisation de l'architecture

hépatique et dans les maladies caractérisées par l'inflammation, la régénération et l'obstruction
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des canalicules biliaires intrahépatiques (Sacher et McPherson, 1991). Dans notre étude PAL
augmente significativement chez les deux sexes ce qui meéne a suggérer que l'extrait aqueux
de Retama sphaerocarpa provoque des effets directs sur le foie et les reins. Une étude
histologique est nécessaire pour plus de précision sur I'état de 'organe, outre, une étude de
toxicité chronique est recommandée. Ces résultats rejoignent ceux de Witthawaskul et al.,
(2003) qui notent une augmentation significative de PAL chez les rats injectés par 1'extrait de

Schefflera leucantha.

La toxicité de l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa observée dans ces études peut étre
due a divers constituants organiques actifs présent dans cet extrait tels que les alcaloides

toxiques que nous avons identifié¢ chez cette espece.

8.6 Histopathologie

Les résultats de 1'examen histopathologique sont indiqués dans la figure 21. Les foies
des rats males et femelles témoins sont normaux avec des hépatocytes séparées par des
sinusoides étroite. On remarque chez les rats injectés des modifications dégénératives;
l'architecture du tissue hépatique est partiellement effacée, les sinusoides sont dilatées et les
veines marquent des congestions vasculaires (Fig. 21). Ces altérations expliquent souvent
l'augmentation du volume du foie et 1'amaigrissement de 1'animal. Rasheed et al., (2009) ont
démontrés des cas semblables chez les rats Albino aprés injection de I'extrait de Eugenia

jambolana.

Toutefois, les résultats indiquent qu'il n’y a pas encore de mort cellulaire mais une nécrose
périlobulaire débutante qui peut mener a long terme a la mort cellulaire. D'autre part une
dégénérescence graisseuse survient chez les femelles et dans quelques cas des fibroses (Fig.
21-B).

Les reins des rats témoins des deux sexes montrent des glomérules et des tubules normaux,
cependant, les reins des animaux injectés par l'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa
démontrent des modifications histopathologies chez les deux sexes caractéris€¢ par des
congestion et des nécroses tubulaires, un ¢élargissement de la lumiére tubulaire et une fibrose

chez les femelles marqué par un épaississement fibreux (Fig. 22).
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De telles altérations hépatiques et rénales sont induites par D'autres plantes contenant des

alcaloides toxiques tel que Atractylis gummifera, Callilepsis laureola (Larrey, 1997; Peyrin-
Biroulet et al., 2004).

Figure 21 : Photomicrographies sélectionnées du foie des rats. (A) Male témoin; (B) et (C) Femelle
injectée; (D) Male injecté. Coloration ¢osine hématoxyline/Grandissement X 40. Fleches:
(H) Hépatocytes; (V) Veine; (SE) Sinusoides étroites; (C) Congestion; (DG)
Dégénérescence graisseuse; (SD) Sinusoides dilatées; (NP) Nécrose périlobulaire; (F)
Fibrose.
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Figure 22 : Photomicrographies sélectionnées des reins des rats. (A) Femelle témoin; (B) Femelle
injectée; (C) Male injecté. Coloration éosine hématoxyline/Grandissement X 40. Fléche:
(G) Glomérules; (T) Tubules; (E) Elargissement tubulaire; (F) Fibrose; (C) Congestion;
(N) Nécrose; (L) Lésion tissulaire.
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La cytotoxicité directe est connue pour étant la cause fondamentale des dommages du foie
dans certains cas, tandis que dans d'autres les mécanismes immunologiques ou méme un
mélange de cytotoxicité et d'immunogénicité peuvent étre impliqués (Ingwale et al., 2009).

Cette anomalie dans le foie et le tissu rénal pourrait étre due a la présence de certains
composés toxiques dans I'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa qui a été injecté aux rats,
ces substances toxiques peuvent €tre les alcaloides dans la toxicité est grandissante suite a une
transformation en métabolites réactifs toxiques. Au niveau hépatique les métabolites sont
formés non seulement dans les hépatocytes mais aussi dans les cellules endothéliales qui sont
particuliérement sensibles. Il en résulte une atteinte vasculaire prédominante, secondairement
responsable de la nécrose hépatocytaire. Lorsque les Iésions observées restent limitées,
I’évolution se fait vers une guérison compléte. A I’inverse lorsqu’elles sont étendues, on peut
observer une insuffisance hépatocellulaire pouvant étre mortelle. L’évolution peut se faire de
facon plus insidieuse et aboutir a une hépatopathie chronique simulant une cirrhose

(Schuppan et al., 1999; Pageaux et al., 2003).

Ce mécanisme pourrait expliquer les 1ésions hépatiques observées chez I'animale et ainsi chez
I'homme. La toxicité paraisse dose-dépendante; les atteintes aigués résultent d'une exposition
courte a de fortes doses alors que des Iésions chroniques sont liées a une exposition prolongée

a dose plus faible.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le role dans la médecine traditionnelle joué par les plantes est connu depuis fort
longtemps, or, la recherche apporte les preuves scientifiques de leur efficacité, mais aussi de
leur toxicité, reposant sur des données résultants de I’expérimentation in vitro et in vivo.
Parmi les plantes médicinales traditionnelles il y en a celles qui peuvent étre toxiques a de
fortes doses ou aprés administration prolongée, en méme temps qu'elles sont une source de

molécules naturelles actives douées de propriétés antioxydantes.

L'utilisation d'une plante en toute sécurité nécessite une connaissance non seulement de ces
effets bénéfiques mais aussi des complications graves que peut engendrer son utilisation non
controlée. Notre étude est basée sur l'espéce Retama sphaerocarpa, une légumineuse
endémique du bassin méditerranéen utilisée comme vulnéraire, vomitive, purgative,
vermifuge, sédative, antiseptique et contre la gale humaine et animale. L'emploie continu de
cette plante peut entrainer des effets secondaires pouvant aller jusqu'a la mort de 1'individu. Le

risque causé serait en corrélation étroite avec la dose administrée.

Dans ce présent travail, Retama sphaerocarpa a ¢été étudiée sur plusieurs niveaux: la
phytochimie des extraits de cette plante, leurs activités antioxydantes, et le coté toxique de

son extrait aqueux.

La phytochimie de l'extrait méthanolique de Retama sphaerocarpa a révélée une

prépondérance de la présence de plusieurs isoflavones, toutefois des essais sur l'extrait

L'estimation de l'activité antioxydante des différents extraits de Retama sphaerocarpa a été
évaluée par I'étude de leur pouvoir a piéger 50 % du radical DPPH (ICsp) et par le test de -
caroténe/acide linoléique. Les résultats indiquent que l'extrait aqueux de Retama
sphaerocarpa présente la plus grande activité antioxydante par les deux méthodes. Ceci nous
a permit de déduire que l'activité antioxydante des différents extraits de Retama sphaerocarpa

est en relation avec la quantité des polyphénols présents dans la plante.

Les renseignements tirés a partir de I’ensemble des résultats présentés dans ce travail sur les

données expérimentales de la toxicité aigué chez les rats femelles et males Albino Wistar
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suggerent de classer Retama sphaerocarpa dans la catégorie des plantes faiblement toxiques
par voie orale. L'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa peut entrainer des symptomes de
toxicité qui sont dépendante de la dose allant d'une simple somnolence, des pertes d'appétit,
des problémes de respiration et des accélération du rythme cardiaque et arrivant jusqu'a des
convulsions, des tremblements, des comas et des paralysies des pattes et méme des paralysies
totales entrainant la mort. Ces effets pourraient étre du a la présence des alcaloides toxiques.
Toutefois la toxicité subaigué démontre que 1'extrait aqueux de Retama sphaerocarpa agit sur
la croissance normale des rats males et femelles et perturbe quelques paramétres
hématologiques et biochimiques liés a la fonction hépatique, rénale et musculaire.

L’observation histologique s’est caractérisée par des altérations structurales du foie et du rein.

L'ensemble des résultats obtenus in vitro et in vivo nous ont permit d'avoir une idée sur les
activités biologiques de Retama sphaerocarpa, mais d'autres études plus poussées sont

souhaitable
En perspectives,

Nos travaux sont une étape préliminaire pour des études plus larges, plus

approfondies et plus accomplies incluant:

o Des expériences ultérieures utilisant des extraits purifiés pour identifier

précisément les composés responsables de l'activité antioxydante;

« Des études de toxicité chronique sur Retama sphaerocarpa, afin de déterminer

les effets a long terme;

« Des tests complémentaires de toxicité sur Retama sphaerocarpa par d'autre

voie que celle orale;

« Un isolement des alcaloides de cette plante et leurs applications dans des essais
de toxicité pour une identification plus précise du principe actif toxique de

cette espece.

Les gens doivent étre informés des sujets a risques liés a l'utilisation non controlée de

cette plante.

Enfin, des études pharmacologiques et toxicologiques a grande échelle sont
nécessaires pour la production des molécules naturelles actives et pour une modération de

sécurité dans l'utilisation de cette plante.
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RESUME

Retama sphaerocarpa (L.) Boisse est une plante médicinale appartenant au genre Retama largement
utilisée dans les pays méditerranéens et en particulier en Algérie. Dans la présente étude le rendement de
l'extraction de cette plante par le méthanol et 1'eau distillée en matiére séche est respectivement de 15.86% et
18.68%. Les résultats du dosage des flavonoides étaient plus élevés dans I'extrait méthanolique ce dernier a
révélé une prépondérance de la présence des isoflavones par la technique HPLC/Uv-vis-DAD/ESI-MS, alors que
la technique GC/MS a démontrée la présence des alcaloides quinolizidiniques dans l'extrait aqueux. La méthode
au DPPH indique une ICs, égale a 0.14+0.0014mg/ml et 0.46+0.010 mg/ml pour I'extrait aqueux et méthanolique
respectivement. Le premier a démontré une plus grande activité antioxydante que le second. Dans le test du p-
caroténe/acide linoléique les résultats du pourcentage d'inhibition été acceptable étant de 79.075+£3.916% pour
l'extrait aqueux et 71.694+1.203% pour l'extrait méthanolique. D'autre part I'étude de la toxicité aigué de
l'extrait aqueux par voie orale sur des rats males et femelle Albino wistar a démontré des symptomes graves de
toxicité présentée par des problémes respiratoires, des tremblements, comas, et des paralysies entrainant la mort.
La DL, était de: 2488.86+£870.23 mg/kg par la méthode graphique et de: 3333.33mg/kg par calcule. Selon nos
résultats, Retama sphaerocarpa (L.) Boisse pourrait étre classée dans la catégorie des plantes faiblement
toxiques, toutefois 1'é¢tude de la toxicité subaigué a révélée des perturbations dans la croissance normale des
animaux et dans quelques paramétres hématologiques (GB, GR, HGB, CCMH, PLT, VGM) et biochimiques
(PAL, AST, CPK, LDH, GLUC), ainsi que des altérations hépatiques et rénales.

Mots clés: Retama sphaerocarpa (L.) Boisse, alcaloides, antioxydant, DPPH, B-caroténe, DLs,, paramétres
hématologiques, biochimiques, altérations histopatologiques.

ABSTRACT

Retama sphaerocarpa (L.) Boisse is a medicinal plant belonging to the genus Retama widely used in
Mediterranean countries and especially in Algeria. In this study the extraction efficiency of this plant by
methanol and distilled water is respectively: 15.86% and 18.68%. The results of the determination of flavonoids
was higher in the methanolic extract, this one revealed a preponderance of the presence of isoflavones by
HPLC/Uv-vis-DAD/ESI-MS method, while the GC/MS test demonstrates the presence of quinolizidines
alkaloids in the aqueous extract. DPPH method specifies an ICsy equal to: 0.14+0.0014mg/ml and
0.46+0.010mg/ml for aqueous and methanolic extract respectively, the first showed greater antioxidant activity
than the second one, whereas In the test of B-caroténe/acid linoleic, the percentage of inhibition was acceptable
for the two extract being of: 79.075+3.916% for the aqueous extract and 71.694+1.203% for the methanolic one.
On the other hand, the study of acute toxicity of aqueous extract orally to Wistar albino males and females rats
showed serious symptoms of toxicity such as the respiratory disfunction, tremor, coma, paralysis leading to the
death, the LDs, was: 2488.86+870.23mg/kg by the Graphic method and: 3333.33 mg/kg by the calculated one,
these data allow to classify Retama sphaerocarpa in low toxicity plants category, however the sub acute toxicity
studies revealed disruption in the normal animal growth and in some hematological (WBC, RBC, HGB, MCHC,
PLT, MCV), biochemical (ALP, AST, CPK, LDH, GLUC) parameters, as well as hepatic and kidney alterations.

Keywords: Retama sphaerocarpa (L.) Boisse, alkaloids, antioxidant, DPPH, B-carotene, LDs,, hematologicals,
biochemicals, histopathologicals alterations.
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