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Résume

Résume

Peganum harmala L, connue par Harmel, est une plante largement utilisée dans la
meédecine traditionnelle algérienne pour traiter une variété de troubles tel que : I'hypertension
artérielle, les hémorroides, les troubles digestifs et I’inflammation. La présente étude a pour but
d’optimiser les conditions d’extraction des flavonoides et polyphénols de cette plante, et
d’évaluer I’activité antioxydante et anti-inflammatoire des différents extraits.

Les résultats obtenus ont montré la présence des polyphénols et flavonoides dans les
déférents extraits des graines de la plante, une activité anti radicalaire et un effet réducteur
significatif pour les déférents extraits.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire montre que I’effet de I’extrait 8h est significatif
par rapport au groupe témoin, et non significatif par rapport a la référence qui est le Diclofenac
a la dose étudiée.

Mots clés : Peganum harmala L, anti radicalaire, anti-inflammatoire, effet réducteur,

Diclofenac.



Abstract

Abstract

Peganum harmala L, also known as Harmel, is a plant widely used in traditional Algerian
medicine to treat a variety of disorders such as : high blood pressure, hemorrhoids, digestive
disorders and inflammation. The aim of this study is to optimize the flavonoid and polyphenol
extraction conditions of this plant, and to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory
activity of the various extracts.

The results obtained showed the presence of polyphenols and flavonoids in the seeds, an
anti-radical activity and a significant reducing effect for the extracted deferents.

The study of the anti-inflammatory activity shows that the effect of the 8h extract is
significant compared to the control group, and not significant by reference to the reference
which is Diclofenac at the dose studied.

Key words : Peganum harmala L, anti radical, anti-inflammatory, reducing effect, Diclofenac.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis Il'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines,
voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires (Kholkhal
et al., 2013). lls sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments
(Maurice, 1997).

L’Algérie vu sa position biogéographique privilégiée et son étendu entre la méditerranée
et I’ Afrique subsaharienne est considérée parmi les pays connus pour leur diversité floristique
a laquelle s’ajoute une tradition séculaire d’utilisation traditionnelle des plantes. Parmi les
plantes qui constituent le couvert végétal, on trouve Peganum harmala.

Peganum harmala est une plante médicinale qui présente un intérét en meédecine
traditionnelle, elle a un effet narcotique, antihelminthique, antispasmodique et utilisés dans
certains cas contre les rhumatismes et I'asthme (Siddiqui et al., 1988 ; Bellakhdar, 1997). Elle est

également employée comme antivirale (Rashan et Adaay, 1989) et abortive (Shapira et al., 1989 ;
Nath et al., 1993 ; Adaay, 1994).
Aucune étude n’a été effectuée pour optimiser les conditions d’extraction de Peganum

harmala. C’est dans ce contexte, que s’inscrit la présente étude dont I'objectif principal est
I’optimisation d’extraction des polyphénols et flavonoide de cette plante afin d’évaluer les

différentes activités biologiques (antioxydante et anti-inflammatoire).
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Le stress oxydatif

I. Le stress oxydatif

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(Traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant qui est dii a ’exagération d’un phénomeéne physiologique, normalement trés
contrdlé, la production de radicaux libres dérivés de I’oxygene (Walker et al., 1982).

I.1. Radicaux libres
1.1.1. Définition

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possédent un ou plusieurs électrons
non appariés sur leur couche externe. Cet état leur confere une instabilité énergétique et
cinétique (Asmus et al., 2000).

Ces radicaux libre auront toujours tendance a remplir leur orbital en captant un électron
pour devenir plus stables (Halliwell, 1996). Parmi les radicaux libres, il y a les espéces réactives
de I’oxygéne (ERO).

1.1.2. Espéces réactives de ’oxygéne (ERO)

Les especes réactives de I’oxygene (EROs) sont des radicaux libres issus de 1’oxygene
moléculaire. Elles représentent la plus importante classe d’especes réactives générées dans les
organismes vivants a cause de l’'importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).
L'oxygene il constitue lui-méme une source importante de radicaux libre. L'ajout d'un électron
a la molécule de dioxygene forme le radical anion superoxyde (O;"), principalement au niveau
de la mitochondrie (Cadenas et Sies, 1998).

Les radicaux libres comme I'anion superoxyde sont peu réactifs et jouent un role
physiologique important. D'autres espéces beaucoup plus nocives comme le radical hydroxyle
(HOe¢), ou les radicaux peroxyles (ROO¢) dont le chef de file est I'hnydroperoxyl (HOO¢) (De
Grey, 2002).

D'autres espéces dérivées de I'oxygéné comme le peroxyde d'hydrogene (H,O,) ne sont
pas des radicaux libres mais sont trés réactifs (Halliwell et Gutteridge, 2007). L'ensemble de ces
especes radicalaires et non radicalaires sont regroupées sous le nom commun d'ERO.

1.1.3. Sources des ERO
Les ERO sont produit continuellement a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule eucaryote

par divers mécanismes. On parle donc de sources endogénes et de sources exogenes.
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1.1.3.1. Sources exogenes

Les radicaux libres peuvent étre d’origine exogéne : produits des radiations (rayons X et
lumiére UV), polluants de I’air (N, NO.), solvants organiques, anesthésiques, pesticides,
drogues, xénobiotiques et hyperoxie (Halliwell et Gutteridge, 1989).
1.1.3.2. Sources endogenes

Les radicaux libres d’origine endogénes sont produits, en majorité au niveau des chaines
respiratoires mitochondriales des cellules des organismes aérobies (Halliwel, 2006 ; Durackova et
al., 2008). Dans les fibres musculaires 1’auto-oxydation des quinones au niveau des
mitochondries et I’activité enzymatique de la xanthine oxydase dans les cellules endothéliales
des capillaires, constitueraient les deux sources potentielles des radicaux libres dérives
d’oxygéne (Sjodin et al., 1990). lIs apparaissent aussi au niveau lysosomes, des peroxysomes, du
réticulum nucléaire et sarcoplasmique, du sarcolemme et du sarcoplasme lui-méme (Bendich,
1991).
1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif apparait dans une cellule quand I'équilibre entre les espéces
prooxydantes et antioxydantes est rompu en faveur de I'état prooxydant. La rupture de cet
équilibre est due a la promotion d'especes activees de I'oxygéne, ou radicaux libres oxygénés
(Gutteridge, 1995 ; Halliwell, 1996).
1.2.1. Cibles biologiques et conséquences pathologiques du stress oxydatif
1.2.1.1. Cibles biologiques

Lors d'un stress oxydant, les ERO peuvent entrainer des dommages importants aux
différentes structures cellulaires, notamment les acides nucléiques, les lipides et les protéines.
(Curtin et al., 2002 ; Gutteridge, 1992).
1.2.1.2. Conséquences du stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de 1’évolution. Le stress oxydant sera la principale
cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte, cedéme pulmonaire, vieillissement
accéléré. Ainsi, les relations entre stress oxydant et cancer s’averent trés étroites, les radicaux
libres intervenant dans ’activation des procarcinogénes en carcinogenes, créant les lesions de
I’ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant des génes suppresseurs de tumeur
comme le p53 (Favier, 2003), ils ont aussi un des facteurs potentialisant 1’apparition de maladies
plurifactorielles tels le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Montagnier et al., 1998).
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1.3. Les antioxydants
1.3.1. Définition

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir
ou inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits et de les
inactiver, bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces oxydants

(Tang et Halliwell, 2010).
1.3.2. Classification des antioxydants

La nature des antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu'ils se
trouvent dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). Parmi
les antioxydants, il existe :
1.3.2.1. Les antioxydants enzymatiques

L’organisme possede des enzymes endogénes qui peuvent métaboliser les ERO (Morena
etal., 2002). Les plus connues sont :

-La superoxyde dismutase (SOD): catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en
hydrogéne peroxyde (H20>) et en oxygéne.

-La glutathion peroxydase : enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la
matrice mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH)
et du peroxyde d’hydrogeéne (H202) (Valko et al., 2006).

-La catalase : cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al.,
2006). Elle permet de convertir deux molécules de H,O2 en H,0 et Oo.

1.3.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

D'autres composés, tels que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique) et les
caroténoides, apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux et en neutralisant
I'électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables (Halliwell, 1994).

Ces antioxydants sont dits exogenes car ils sont apportés essentiellement par
I'alimentation, de méme pour les oligoéléments indispensables pour la synthese et le bon
fonctionnement du systéme antioxydant enzymatique (Rayman, 2000 ; Benzie et Strain, 2005).
1.3.2.3. Les antioxydants d’origine végétale

Dans la nature et en particulier dans le monde végétal, les plantes renferment de
nombreuses substances bioactives qui présentent des propriétés antioxydantes. Ont été
rapportées présentant une activité antioxydante y compris Citrullus colocynthis, Limoniastrum

feei, Pistacia lentiscus et bien d’autres (Atmani et al., 2009 ; El-Haci et al., 2012).
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Une grande partie de ces molécules est présente dans 1’alimentation. Les plus connus sont
les polyphénols, les acides phénoliques (benzoique ou cinnamique), les caroténoides
flavonoides, et les tanins (Pellegrini et al., 1999).
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Il. L’inflammation

I1.1. Définition de I’inflammation
L’inflammation est une réponse immunitaire naturelle, qui se développe suite a une lésion
tissulaire provoquée par des facteurs physicochimiques (irradiations, brulure, traumatismes

mécaniques...) ou des infections microbiennes, bactériennes, virales ou parasitaire (Medzhitov,

2008).
I1.2. Type d’inflammation

L’inflammation est classée en deux catégories aigués et chroniques selon la durée et la
cinétique du processus inflammatoires (Mansour, 2015).
11.2.1. L’inflammation aigue

L’inflammation aigué représente la réponse immédiate & un agent agresseur, de courte
durée (quelques jours ou gquelques semaines), d’installation souvent brutale et caractérisée par
des phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses (Rousselet et al., 2005). Et peut étre divisée en 3
grandes phases :
-Une phase vasculaire.
-Une phase cellulaire.
-Une phase de résolution et de cicatrisation.
11.3. Les médiateurs de ’inflammation

Les changements locaux qui surviennent au niveau du site inflammatoire sont le résultat
de la formation et/ou la libération séquentielle de médiateur pro et anti-inflammatoires de nature
divers : amine (histamine et sérotonine), médiateurs lipidiques (prostaglandines et leucotriénes)
et des cytokines de nature peptidique, protéique ou glycoprotéique (Botting et Botting, 2000).
I1.4. Imlication pathologique de ’inflammation

De nombreuses maladies inflammatoires sont liées a des mécanismes considerés comme
dysimmunitaires, a savoir les maladies auto-immunes systémiques et localisées, les maladies
auto-inflammatoires, les affections inflammatoires de mécanisme indétermineé notamment, des

affections iatrogenes ou paranéoplasiques dont le mécanisme n'est pas auto-immun (Charles et
al., 2010).

I1.5. Thérapeutique de I’'inflammation
Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui antagonisent les processus
inflammatoires (Cohen et Jacquot, 2001). C’est a dire les substances chimiques luttant contre les

phénomeénes inflammatoires généraux d’origine diverses (infections, brilures, irritations,
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troubles metaboliques, etc.) par inhibition de la Cyclo-oxygénase (COX), en particulier la COX-2
(Grunfeld, 2002 ; Gobec et al., 2005).

On distingue généralement deux catégories d’anti-inflammatoires : les uns sont
hormonaux (les anti-inflammatoires stéroidiens AIS) et les autres ne sont pas (les anti-
inflammatoires non stéroidiens AINS).

11.5.1. AINS (anti-inflammatoires non stéroidiens)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont des médicaments largement utilisés pour
traite les maladies inflammatoires, qui ont des effets analgésiques, antipyrétiques et a hautes
doses des effets anti-inflammatoires, certains AINS (aspirine, Diclofenac) sont fréquemment
utilisé pour 1’automédication des maux de téte, de dents et de divers troubles
musculosquelettiques, etc. (Neal, 1999).

Tous les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) semblent partager au moins un
mécanisme d’action commun, a savoir l'inhibition des enzymes de cyclo-oxygénase (COX 1 et
2) qui conduit a une diminution de la synthése de diverses médiateurs de I’inflammation tel
que : les prostaglandines et thromboxanes (Barnes, 1998).

11.5.2. AIS (anti-inflammatoires stéroidiens)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérivés du cortisol (Payne et Adcock, 2001). Ils sont largement utilisés
pour la suppression de l'inflammation dans les maladies inflammatoires chroniques telles que
I'asthme, la polyarthrite rhumatoide, la maladie intestinale inflammatoire et les maladies auto-

immunes, qui sont toutes associées a une expression accrue des génes inflammatoires (Barnes,
1998).
IIs agissent en inhibant la réaction inflammatoire par I’inactivation de la phospholipase

membranaire, ils empéchent la libération de 1’acide arachidonique précurseur des
prostaglandines et ils induisent la formation d’une protéine appelée lipocortine qui se fixe sur
la phospholipase et la rend inactive (Neal, 1999).
11.5.3. Les anti-inflammatoires d’origine végétales

Les plantes médicinales ont joué un réle clé dans la santé humaine et contribué au
développement de médicaments thérapeutiques modernes (Cragg et al., 1997 ; Shu et al., 1998). 1S
sont trés utilisées pour le soulagement des maladies inflammatoires tel que 1’arthrite
rhumatoide, 1’asthme, la bronchite 1’eczéma, 1’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les

ulcéres gastriques et duodénaux (Setty et Sigal, 2005 ; Wiart, 2006).
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L’activité anti-inflammatoire de ces plantes revient a leur contenu en meétabolites
secondaires doués d’activités biologiques ; polyphénols, stérols, alcaloides, saponines,
coumarines, terpénes, polysaccharides etc.

Les points les plus saillants de la régulation cellulaire affectés par les flavonoides c’est
I’effet sur les enzymes générant d’éicosanoide tel que : Phospholipases A2 (PLA2), cyclo-

oxygénase (COX), lipoxygénase (LOX) et des effets sur la suppression des molécules pro-
inflammatoire tel que : protéines kinases C (PKC), protéine tyrosine kinases (PTk), et Mitogen-

activated protein kinases (MAPK) (Hyun Pyo et al., 2004) (Figure 01).

[ Inflammatory stimuli
- - ’—/ /v‘
Eicosanoids /‘ Protein kinases
PKC, PTK

COX-2 MAPK
iNOS ®

@ TINF-cx SAID
IL-1B. -6 @

Inflammatory
Response

Figure 01 : Le mécanisme d'action anti inflammatoire d’origine végétale des flavonoides
(Setty et Sigal, 2005).
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I11. Médecine traditionnelle

La médecine traditionnelle est définie par ’OMS comme « la somme totale des
connaissances, competences et pratiques qui reposent, rationnellement ou non, sur les
théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir les
étres humains en santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies
physiques et mentales. Dans certains pays, les appellations médecine paralléle, alternative et
douce sont synonymes de medecine traditionnelle. » (OMS, 2014).

I11.1. Les plantes médicinales
111.1.1. Définition

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses
(Farnsworth et al., 1986). Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des
fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré
I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007).

I11.1.2.Utilisation traditionnelle des plantes médicinales

Malgré le développement du médicament de synthese, le médicament végétal sous ses
différentes formes continues a occuper une place de choix ainsi, I’OMS estime que la médecine
traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaire de 80% de la population mondiale.
Ce phénoméne n’est pas seulement limité aux pays en développement. Une analyse des
prescriptions médicales menée aux Etats-Unis entre 1959 et 1980, a montré que 25% d’entre
elles contenaient un principe issu du regne végétal, tandis que pres de 60 % des prescriptions
en Europe de I’Est proviennent directement ou indirectement de plantes (Hmamouchi et al., 2012).

La plupart des espéeces végétales qui poussent dans le monde possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi en médecines classique qu’en phytothérapie ; elles présentent
en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin, 2001).

111.1.3. Métabolites secondaires des plantes

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent, en
plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la photosynthése,

mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés métabolites
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secondaires. De nos jours, un grand nombre de composés sont utilisés en médecine moderne.
Nous citerons ci-dessous quelques importants groupes phytochimiques, source de molécules
biologiquement actives.
111.1.3.1. Les polyphénols

Les tissus vegétaux contiennent un grand nombre de substances a fonctions phénols, dont
les plus importants sont les anthocyanes (pigments rouges et bleus des fleurs et des fruits), les
flavones et leurs dérivés (pigments jaunes), les tanins...etc. Bourzeix, (1976) ont classé les
constituants phénoliques en différents groupes :
-Les phénols simples.
-Les acides phenols et leurs dérivés.
-Les catéchines et leurs esters galliques.
-Les leucoanthocyanes.
-Les anthocyanes.
-Les flavonoles.
-Les tanins et leurs dérives.
111.1.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides tirent leur origine du mot latin « flavus = jaune ». Ce terme a été utilisé
pour la premiére fois pour décrire la famille de composés colorés en jaunes (Jovanovic et al., 1997).
Par la suite, on leur avait ajouté les flavonones moins intensivement colorés, des flavonoles
moins colorés (catéchines), les composés colorés en rouge et des anthocyanidines bleues.

Certains dérivés flavoniques sont utilisés en thérapeutigue comme des protecteurs
capillaires. D’autres possédent des activités diurétiques, antispasmodiques, antiulcéreuses,
gastriques et anti-inflammatoires. Ce sont des molécules toxiques mais bien tolérées par
I’Homme (Bezanger et al., 1980).
111.1.3.3. Les alcaloides

Malgré les propriétés tres hétérogénes, un certain nombre de substances sont regroupés
sous le terme «alcaloides » en raison de leur origine végeétale et de leur caractére alcalin
(Guignardetal., 1996). IIs forment un groupe tres hétérogéne du point de vue : structure, propriétés
chimiques et activités biologiques. Ce sont des bases de poids moléculaire trés variable, qui
donnent des sels en présence des acides (Paris et Hurbielle, 1981).
111.1.3.4. Les tanins

Le terme tanin désigne des substances phénoliques de structures assez éloignées mais
ayant en commun des propriétés tannantes. Ces propriétés tannantes concernent plus

particuliérement un ensemble de substances poly phénoliques d’origine végétale dont les
10
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masses moléculaires sont comprises entre 500 et 3000 daltons (Paris et Hurbielle, 1986). Ces
substances peuvent étre classées en deux catégories : les tanins hydrosolubles ou tannoides, qui
sont des polymeéres de 1’acide gallique, et les tanins vrais non hydrosolubles, qui sont des
polyméres de certains flanons.
I11.2. Généralité sur la plante Peganum harmala
111.2.1. Présentation de la plante

Peganum harmala est une plante herbacée glabre et pluriannuelle qui peut atteindre 70cm
d’hauteur. Elle est caractérisée par des tiges trés rameuses et des feuilles divisées en étroites
lanieres (Figure 02, 03). Cette espéce a plusieurs noms vernaculaires comme ‘Harmel ou
Harmal El sahari’ en Algérie et en Afrique du Nord, ‘Rue sauvage’ en France, ‘African rue ou
Syrian rue’ en Etats Unis et ‘Espand’ en Iran. Il s’agit d’une espece qui pousse spontanément
dans les régions steppiques et semi-arides. Elle est native a 1’Afrique du Nord, la région
méditerranéenne, le Moyen Orient, I’Inde et Pakistan. Les fleurs solitaires sont grandes (25 a
30 mm), d'un blanc jaunatre vert. Elles sont formées de petites fleurs blanches a l'aisselle des
rameaux et d’un fruit globuleux contenant plusieurs graines aplaties. Les graines d’une couleur
marron foncée, sont petites, anguleuses, sub triangulaires et ont un diametre de 3 a 4 mm X

2mm (Yousefi et al., 2009).

Figure 02 : Herbe de Peganum harmala L (F. k. e. s., 2012).
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Figure 03 : Différents parties de 1’espéce Peganum harmala L (H. h., 2012).
111.2.2. Classification botanique
Selon la classification d’OZENDA, 1991:
Embranchement : Spermatophytes
Sousembranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae
Genre : Peganum
Espece : Peganum harmala L.
111.2.3. Composition chimiques
Peganum harmala appartient a la famille des Zygophyllacées qui compte 24 genres et 240
especes. En 1841, le premier principe actif du Peganum harmala, I'narmaline fut isolé. Sa
structure chimique a été découverte en 1919 et utilisée pour la premiere fois en 1927 par Richard
Manske. Plusieurs autres principes actifs ont été identifiés par la suite, notamment la harmine

et la quinazoline (Ben Salah et al., 1986).
I11.3. La toxicité

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

Chez I'hnomme la harmaline, a la dose de 4 mg/kg, per os produirait des effets

psychomimétiques. Des doses plus élevées provoquent des convulsions, suivies d’une paralysie
12



Médecine traditionnelle

du systéeme nerveux central avec une paralysie respiratoire, hypothermie, hypotension avec
défaillance cardiaque, diminution de la contraction des muscles lisses, a I’exception du muscle
utérin (hyper contraction) (Ben Salah et al., 1986).

I11.3.1. Mécanisme d’action et toxicocénetiques

Toute la plante est toxique par I’intermédiaire d’un alcaloide dont le taux est plus élevé
dans la graine (3 a4 %).

La harmaline et la harmine sont des antagonistes de la sérotonine, qui prennent la place
de la sérotonine dans les mécanismes enzymatiques en raison de la ressemblance des structures.

Le catabolisme hépatique par sulfo et glycuro-conjugaison a été mis en évidence chez le
rat et confirmé sur le foie humain. L’absorption dépend de la voie d'exposition : aprés ingestion
des graines, les alcaloides sont absorbés en quelques minutes par le tractus gastro-intestinal,
atteignant en 15 a 30 minutes, les organes cibles (systtme nerveux central et cceur). En
fumigation ces organes sont touchés en 5a 10 mm.

L'effet principal s'exerce sur le systéme nerveux central entrainant un cortége de signes
neurologiques et neuromusculaires. Les alcaloides de quinazoline sont responsables de I'activité
abortive par une contraction du muscle utérin (Ben Salah et al., 1986).

I11.4. Activité pharmacologique
111.4.1. Effet anticancéreux

L’harmine est une molécule naturelle initialement isolée a partir de plantes telles que
Peganum harmala. Cette molécule était a I’origine, utilisée par les indigénes d’Amérique du
Sud en tant ingrédient principal de 1’ayahuasca, une décoction de plantes consommée,
notamment, pour ses effets hallucinogenes. De nos jours ’harmine est particuliérement étudié
pour ses diverses propriétés pharmacologiques, incluant une activité anticancéreuse. En effet,
des études in vitro ont mis en évidence la diminution de viabilité cellulaire de cellules
cancéreuses provenant de divers tissus incluant le cerveau, le colon, le sein, le poumon, le foie,
I’cesophage et les tissus gastriques, apres un traitement par I’harmine cet effet de I’harmine se
confirme également in vivo, puisque la molécule inhibe la croissance tumorale, et ce pour divers
modeles murins (Céline et Johan, 2015).

111.4.2. Effet analgésique

Des études montreé que le Peganum harmala posséde une activité analgésique qui diminué
les récepteur de doleur périphérique et la prévention de PG —médiateur de sensibilisation des
terminaisons nerveux mais le mécanisme d’action exact reste inconnu (Pradeep Kumar et al.,

2015).
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111.4.3. Effet anti-inflammatoire

Selon Pradeep Kumar et al., (2015) et Shahinaz et al., (2015) I’effet de 1’extrait de Peganum
harmala présente une activité anti-inflammatoire mais, les études doivent étre continues pour
connaitre son mode d’action.

111.4.4. Effet antimicrobienne
Des études montrent que la forte teneur en alcaloides de la plante offre une forte toxicité.

Cette dernier présentent un effet antibactérienne contre les bactéries Gram + et certains
bactéries Gram — sauf pour E. coli et P. aeruginosa. Ainsi un effet inhibiteur sur les levures et

moisissures (Behidj-Benyounes et al., 2015).
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1V. Matériel et méthodes

IV.1. Matériel
IVV.1.1. Produits et réactifs
-Les solvants : Méthanol, Hexane, Ethanol, Chloroforme et Xylene (Sigma Aldrich).
-Les réactifs : AICI3 (chlorure d'aluminium), Folin-Ciocalteu, Na2CO3 (carbonate de sodium),
C7H605 (Acide gallique), CisH1007 (quercétine), acide ascorbique (Vit C), K3Fe(CN®6)
(Ferricyanure de potassium), Fecl3 (Chlorure ferrique), NaH2P0O4.2H20 (Sodium dihydrogen
phosphate dihydrate), Na2HPO4 (Hydrogénophosphate de sodium), KH2PO4 (Potassium
dihydrogen phosphate), TCA (Acide trichloracétique), DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl),
Diclofenac (Biochem).
1VV.1.2. Appareillages
-Spectrophotomeétre (UVmini-1240, Shimadzu, Kyoto, Japan).
-Centrifugeuse (Sigma Laborzentrifugen, Germany).
-Rota vapeur (BUCHI, switzerland, 2011).
-Bain marie (type WNB14, Germany).
IV.1.3. Matériel végétal

Le matériel végeétal utilisé est constitué des graines de Peganum harmala de la Wilaya
de Sétif (Figure 04).

3 ¥l

e

Figure 04 : La plante de Peganum harmala et leur graines.
1V.1.4. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris Mus musculus dont le poids varie entre 30 et
36 g procurés aux prés de I’Institut Pasteur d’Alger. Les animaux répartis en groupes
comportant 4 a 5 chacun, sont hébergés dans des cages de polypropyléne a une température

ambiante, avec acces libre a I’eau et a 1’aliment fourni par 1’Office National des Aliments de
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Bétails (ONAB) de Bejaia. Aprés une période d’adaptation 7 jours, les souris sont pesées,

marquées, et soumises a jene pendant une nuit avant leur utilisation.
IV.2. Méthodes

IVV.2.1. Extraction par les solvants
IVV.2.1.1. Extraction des huiles fixe

Les huiles fixes sont extraites selon la méthode d’idrissi Hassani et EI Hadek, (1999) avec
quelque modification, 40 g de graines de Peganum harmala ont été broyées. La poudre obtenue
est placée dans un extracteur de type Sohxlet, le ballon contenant de I'hexane est porte a une
température de 45°C (Figure 05). L'extraction dure 6 heures. L'hexane récupéré et enrichi de
matieres lipidiques est filtre et élimine par évaporation au moyen d’un évaporateur rotatif a

températures 45°C.

Figure 05 : Extraction par sohxlet.
1VV.2.1.2. Optimisation d’extraction des métabolites secondaires

Dans le but d’évaluer la teneur des polyphénols et flavonoides en fonction de temps
d’extraction nous avons effectué une série de macération.

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est la préparation de différent extrait par
macération pendant déférentes durées: 1, 4, 6, 8, et 16 heures en utilisant 1’éthanol comme
solvant.

La quantité de solvant doit étre appropriée a la quantité de matiere végétale a extraire.
Dans notre cas 50 g de la plante sont broyés et extraits par 200ml de 1’éthanol a 80% pour
chaque extrait. L’extraction est effectuée sous agitation continue et a une température 25C°. Le
mélange est filtré sur un papier filtre, et les déférentes filtrats sont évaporés au moyen d’un

évaporateur rotatif a températures 45°C.
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Figure 06 : Préparation des extraits bruts de Peganum harmala.
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IV.2.2. Rendement d’extraction
Le rendement désigne la masse de I’huile ou de I’extrait obtenu aprés évaporation du

solvant, il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la graine soumise a

I’extraction.

Les rendements ont été calculés en utilisant la formule suivante :

Rdt : rendement en %.

PF : produit final. Rdt %= PF/MS x 100

MS : Matiére séche.

IV.3. Dosage des polyphénols
Principe

La teneur en composés phénoliques des différents extraits de notre plante a été estimée
par la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999) qui est basée sur la réduction en milieux
alcalin de la mixture phosphotungstique et phosphomolybdique de réactif de Folin par les
groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon.

Mode opératoire

Brievement, pour quantifier les polyphénols dans les déférents extraits éthanolique et
I’huile de la plante, 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilue) est ajouté a 200 ul d’échantillon ou
standard (prépares dans le méthanol) avec des dilutions convenables, apres 4 min, 800 pl d’une
solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 h
d’incubation a température ambiante I’absorbance est mesurée a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-160 pg/ml) et est exprimée en pg
d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

IV.4. Dosage des flavonoides
Principe

La technique repose sur la formation d’une liaison covalente entre I’ALCI3 et les

groupements OH des flavonoides produisent un complexe de couleur jaune ayant une

absorbance maximale a 430 nm (Huang et al., 2004).
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Mode opératoire

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides dans
les déférents extraits éthanolique et ’huile de la plante.1 ml de la solution d’ALCI3 (2%) est
ajoutée a 1 ml de la solution de 1’échantillon ou standard contenant différentes concentrations.

Le mélange est laissé réagir pendant 10 min puis la lecture est faite a 430 nm. La
concentration des flavonoides dans les extraits est calculée a partir de la gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine (5-40 pg/ml) et exprimée en (ug) d’équivalents de quercétine par mg
d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
IV.5. Activités biologiques de la plante
IV.5.1. Activité anti oxydante

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir
ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible. Ainsi, les antioxydants servent a
contrdler le niveau des espéces réactives pour minimiser le dommage oxydatif.
IV.5.1.1 Inhibition du radical DPPH
Principe

La méthode du DPPH introduite par Blois, (1958) est basée sur la réduction d'une solution
alcoolique de I'espéce radicalaire stable DPPHe en présence d'un antioxydant donneur
d'hydrogene (AH), qui aboutit & la formation d'une forme non-radicalaire, le DPPH-H (Figure

07).

e e e e e - —

DPPH’ DPPH-H

Figure 07 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1°espéce radicalaire
DPPH?- et un antioxydant (AH).
La réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhdrazyle, initialement violet fonce sous sa
forme libre, devient jaune pale apres transfert d’électron par des composés antioxydants.
Cette réduction qui se traduit par une diminution de I'absorbance de la solution de DPPHe
en présence d'antioxydant est suivie par spectrophotométrie a 517 nm par rapport a un témoin

d'antioxydant commercial.
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Mode opératoire

Dans des tubes secs, on introduit 1.5 ml de la solution de I'extrait & tester de chaque
concentration déja préparée, on ajoute 0.5ml de solution au DPPH. Aprés agitation, les tubes
sont placés a I’obscurité, a la température ambiante pendant 30 minutes. La lecture de
I’absorbance est faite par un spectrophotometre a 517 nm contre un blanc préparé pour chaque
concentration qui est constitué¢ de 1.5ml d’extrait et 0.5ml du méthanol. Parallélement, le
contrle est preparé, il est compose de 1.5 ml de méthanol et 0.5ml de DPPH. Le test est réalisé
en triplicata pour chaque concentration.

L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

Activité anti radicalaire (%) = (Abs contrble - Abs échantillon / Abs contrdle) x 100
IV.5.1.2. Pouvoir réducteur (FRAP)
Principe

Cette méthode est basée sur I’aptitude des extraits a réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer
ferreux (Fe2+). Le mécanisme est connu comme étant un indicateur de I’activité donatrice
d’électrons, caractéristique de I’action antioxydante des polyphénols (Yildrim Mavi et al., 2001).
Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu, (1986),
1.25ml de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 1.25ml d’une solution tampon
phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1.25ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 a
1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min ensuite, 1.25ml d’acide
trichloracétique TCA a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a
3000 rpm pendant 10min. Un aliquote (1.25ml) de surnageant est combinée avec 1.25ml d’eau
distillée et 0.5ml d’une solution aqueuse de FeCI3 a 0,1%. La lecture de I’absorbance du milieu
réactionnel se fait a 700nm contre un blanc semblablement préparé.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; le Vit C,
I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation
de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert,
2006).
1V.5.2. Activité anti-inflammatoire in vivo

Pour évaluer ’effet anti cedémateux de 1’extrait éthanolique des graines de Peganum
harmala, I’cedéme de 1’oreille est induit par le xyléne selon la méthode de Rotelli et Ses

collaborateurs, (2003) avec quelque modification.
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IV.5.2.1. Protocole expérimental
IV.5.2.1.1. Prétraitement par I’extrait
Une heure avant I’application topique de xylene, un effectif de 11 souris pesant 32 a 46 g

est divisé en trois groupes, chaque groupe recoit par voie orale des solutions (Figure 08).

Figure 08 : Le gavage des solutions.
-Groupe témoin : 1 ml de I’ecau physiologique.
-Groupe de référence : anti-inflammatoire de référence (Diclofenac) a une dose de 1.4 mg/Kg
dissous dans 1’eau physiologique.
-Groupe traité : 1 ml de I’extrait éthanolique de Peganum harmala a une dose de 200 mg/Kg
dissous dans 1’eau physiologique.
1V.5.2.1.2. Induction de ’inflammation

Pour mettre en évidence 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait d’une plante médicinale,
un modéle expérimental de I’inflammation aigue de I’oreille de la souris induit par le xyléne a
été utilisé.

Des cedémes au niveau des oreilles de souris sont induits aprés 1’application topique de
30 ul de xyléne au niveau des oreilles droite pour tous les groupes a 1’aide d’une micropipette,
une heure apres ’administration de 1’extrait et les solutions expérimentales par voie orale
(Figure 09).
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Figure 09 : L application topique de xyléne.

L’inflammation causée sera diminuée en présence de I’extrait ayant une activité anti-
inflammatoire (Winter et al., 1962).
IV.5.2.1.3. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

Toute les souris a été sacrifie aprés une heure de I’induction de 1’cedéme par le
Chloroforme.

Des disques de 0.5 cm de diametre des oreilles ont été prélevés et le poids de chaque
disque est pese apres une heure d’induction de I’inflammation par une balance de précision.

La différence de poids entre I’oreille droite et gauche et leur moyenne apres 1’application
du xyléne est calculée pour chaque groupe.

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme est défini par rapport au groupe témoin selon la
formule suivante :

% inhibition = (n Témoin — n traité / n Témoin) x 100

n : poids d’cedeme.
IV.6. Analyses statistique

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne + écarte type.
La différence entre le contrble et les différents tests est déterminée par le test ANOVA uni
variée suivi du test de Tukey’s pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de
signification. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 (p
< 0.05). (Graph Pad. Prism. V 7.00).
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V. Résultats et discussion
V.1. Résultats

V.1.1. Rendement d’extraction

Les rendements obtenus pour les différents extraits et 1’huile sont représentés dans la Figure
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Figure 10 : Rendement d’extraction des deférents extraits de Peganum harmala.
V.1.2. Dosage des polyphénols totaux

La concentration des polyphénols totaux est déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteau a partir d’une courbe d’étalonnage utilisant I'acide gallique comme standard (Figure
11), la quantité de polyphénols totaux a été exprimée en pug d’équivalent d'acide gallique par
mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait). En plus de sa sensibilité, cette méthode de dosage présente
une reproductivité puisque I’absorbance est étroitement corrélée a la concentration de l'acide
gallique utilisée dans la gamme d’étalonnage ayant 1’équation :
y=0.0062x + 0.0514  R?=0.9828

1,2
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de l'acide gallique.
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A partir de la courbe d’étalonnage, la teneur en polyphénols de différents extraits et

d’huile de Peganum harmala sont présentés dans la Figure 12.
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Figure 12 : Teneur en polyphénols totaux des extraits de Peganum harmala. Les valeurs
représentent la moyenne de trois essais * écarte type.

Le dosage des polyphénols a révélé que I’extrait de (4h) est le plus riche en polyphénols
26,72 +0,58 pg EAG/mg d’extrait, suivi par I’extrait de (1h) 21,36 £ 1,17ug EAG/mg d’extrait,
I’extrait (16h) renferme 19 = 2 pg EAG/mg d’extrait, 1’extrait (6h) contient 18,25 + 1,17 pg
EAG/mg d’extrait, I’extrait huileux contient 18,11+ 1,41 pg EAG/mg d’extrait ,alors que
I’extrait (8h) ne contient que 11,86+ 0,70 ug EAG/mg d’extrait.

V.1.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quecétine a éte utilisée comme étalon (Figure 13). L’absorbance a été lue dans une
longueur d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus sont extraites a partir d’une courbe
d’étalonnage, ayant 1’équation :

Y =0,0396x - 0,0104 R2=0,9931
La quantité des flavonoides a été rapportée en pg d’équivalent de la quercétine par mg

d’extrait (ung EQ/mg d’extrait).
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

A partir de la courbe d’étalonnage, la teneur en flavonoides de différents extraits et

d’huile de Peganum harmala sont présentés dans la Figure 14.
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Figure 14 : Teneur en flavonoides des extraits de Peganum harmala.
Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + écarte type.

Le dosage des flavonoides a révélé que 1’extrait de (6h) est le plus riche en flavonoides
31,16 + 0,41pug EQ/mg d’extrait, suivi par I’extrait (4h) 27,93 + 0,14 pug EQ/mg d’extrait,
I’extrait (1h) renferme 21,30 + 0,035 pg EQ/mg d’extrait, I’extrait (8h) contient 19,96 + 0,017
ug EQ/mg d’extrait, I’extrait (16h) contient 18,47 + 0,017 pg EQ/mg d’extrait. Alors que
I’extrait huileux ne contient que 1,85+ 0,017ug EQ/mg d’extrait.

V.1.4. Activités biologiques
V.1.4.1. Activité anti oxydante
V.1.4.1.1. Inhibition du radical DPPH
L’activité antioxydante des différents extraits et d’huile de Peganum harmala vis-a-vis

du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical
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qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517
nm.

L'activité antioxydante des différents extraits et d’huile, ainsi que la Vit C utilisée est
exprimée en IC50 (Concentration inhibitrice 50). C'est la concentration qui neutralise (réduit)
50% du radical libre (DPPH), plus la IC50 est faible est plus I'antioxydant est puissant.

Les différentes IC50 Obtenues pour nos extraits, I’huile et le standard sont déduite de la

droite d'étalonnage correspondante (Figure 15, 16).
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différente

Concentrations des extraits de Peganum harmala.
(1) : Pextrait de 1h, (2) : I’extrait de 4h, (3) : I’extrait de 6h, (4) :I’extrait de 8h, (5) :I’extrait de
16h, (6) :I’extrait huileux.
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de Vit C.

Les différentes IC50 Obtenues sont représentés dans la Figure 17.
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Figure 17 : 1C50 des extraits et la Vit C. Les valeurs représentent la moyenne de trois essais +
écarte type. **** : p<0.0001, ** : p<0.01.

Les résultats obtenus illustrent que les différents extraits et I’huile des graines de Peganum
harmala piégent les radicaux DPPH. Les extraits 4h, 16h, 1h, 6h, et 8h, possede ’effet le plus
puissant avec des valeurs IC 50 : 44.83 + 0.243, 45.53 + 1.716, 46.38 + 0.412, 46.58 * 1.236,
54.09 £ 1.065 et pg/ml respectivement, par contre 1’huile et le plus faible avec une IC 50
d’environ 66.69 £ 8.868 pg/ml. Une activité qui reste trés inférieure a celle du standard : la Vit
C (1.19 £ 0.066ug/ml).
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V.1.4.1. Pouvoir réducteur (FRAP)

C’est un test rapide, reproductible et facile a exécuter pour évaluer 1’activité antioxydante.
Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique Fe3* en fer
ferreux FeZ*. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm.

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des composés testés.

Dans notre travail, nous avons opté pour tester les différents extraits et 1’huile des graines
de Peganum harmala. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait
et I’huile avec le standard utilisé qui est la Vit C a des fins comparatives (Figure 18, 19).
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Figure 18 : Pouvoir réducteur des extraits de Peganum harmala.
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Figure 19 : Pouvoir réducteur de Vit C.

Les résultats représentés dans les figures suivantes nous ont montré que la capacité de
réduction est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos échantillons avec le

standard utilisé (concentration dépendante).
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A la concentration de 50 pg/ml, ’huile donne la plus grande absorbance 0.087 suivi par
I’extrait de 4h 0.025, puis les deux extraits 1h et 8h qui posséde la méme absorbance 0.024,
I’extrait 6h possede une absorbance 0.0158, et en fin I’extrait de 16h ayant une absorbance de
0.0048.

La Vit C a été utilise comme standard, il a donné une absorbance maximale de 0,837 a
une concentration de 50 pg/ml.

La Vit C posseéde un pouvoir réducteur plus important que celui des extraits et d’huile de
Peganum harmala.

Pour une meilleure comparaison entre les différents extraits et 1’huile avec le standard
utilisé qui est la Vit C on a exprimé le pouvoir réducteur en AEAC (Ascorbique acide
Equivalent Antioxydant Capacité). La Vit C est utilisé comme référence et les résultats sont
exprimés en équivalent de Vit C.

Les résultats de pouvoir réducteur obtenus sont résumés dans la Figure 20.
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Figure 20 : Le pouvoir réducteur des deférents extraits de Peganum harmala. Les valeurs
représentent la moyenne de trois essais * écart type. ***p<0.001 en comparant avec la Vit C.
D’apres la figure, I’huile montrent la plus grande AEAC parmi les différents extraits de
Peganum harmala et qui est égale a 9,17 + 0.23, suivi par les extraits 4h, 1h, 8h, 16h, et 6h qui
représente des AEAC de 5.76 £ 0.03; 5.73 =+ 0.07; 5.73+ 0.11; 5.26 £+ 0.03; et 4.65 +0.03 (m
mol vit c/mg d’extrait et I’huile) respectivement.
V.1.4.2 Activité anti-inflammatoire
L’effet anti cedémateux des extraits éthanolique a été investigué en utilisant le modéle de
I’cedéeme de I’oreille induit par le xylene chez la souris. Les souris du Groupe témoin ayant recu

localement 30 ul de xyléne sur la face externe de I’oreille droite ont développé au bout d’une
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heure un cedéme caractérisé par une augmentation de poids de I’oreille qui a un moyen de 14,5
mg.

L’administration de 50 mg/Kg de Diclofénac par voie orale une heure avant 1’induction
de I’cedéme provoque une diminution hautement significative (p < 0.01) de I’cedéme de I’oreille
compareé a celui des souris du groupe témoin. La moyenne de différence de poids d’oreille avant
et une heure apres 1’induction de I’inflammation est de 6.65 mg, et leur pourcentage d’inhibition
est 54.13%.

Le traitement par 200 mg/Kg d’extrait éthanolique de 8 heures des graines de Peganum
harmala par voie orale induit une atténuation significative (p< 0.05) de I’inflammation par
rapport aux souris du groupe témoin. Une moyenne d’cedéme de 8.4 mg est observée et leur
pourcentage d’inhibition est 42.06%. Donc, l’effet d’extrait éthanolique par apport au
médicament de référence qui est la Diclofenac et non significative a la dose utilisé 200 mg/Kg
(p<0.05) (Figure 21).
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Figure 21 : Différence du poids entre I’oreille droite et gauche une heure apres 1’induction de
I’cedéeme. La Comparaison est faite par rapport au groupe témoin. Les valeurs représentent les
moyennes + écarte type. ** : p < 0.01, * : p < 0.1, ns : non significatif. (ANOVA uni varié
suivie du test de Tukey’s).
V.2. Discussion

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi en médecines classique qu’en phytothérapie ; elles présentent
en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (lIserin, 2001).

Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires)

ou de la synergie entre les différents composés présents (Sanago, 2006).
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Dans la nature et en particulier dans le monde végétal, certain plantes présentent des
propriétés antioxydantes (Citrullus colocynthis, Limoniastrum feei, et Pistacia lentiscus)
(Atmani et al., 2009; Ivanovska et al, 1996), antidiabétiques, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes (Berberis vulgaris) (Meliani et al., 2011), antibactérien, antiviral,
antispasmodique, carminatif, et insecticide (Mentha spicata) (Duke et al., 2002).

Peganum harmala L est une plante qui présente un intérét en medecine traditionnelle, elle
est narcotique, antihelminthique, antispasmodique et utilisée dans certains cas contre les
rhumatismes et I'asthme (Siddiqui et al., 1988 ; Bellakhdar, 1997). Elle est également employée

comme antivirale (Rashan et Adaay , 1989), et abortive (Shapira et al., 1989 ; Nath et al., 1993 ; Adaay,
1994).
Dans le but d’évaluer les activités biologiques de cette plante, nous avons utilisé plusieurs

tests in-vitro et in vivo.

Les composés phénoliques des graines de Peganum harmala se sont répartis entre deux
solvants d’extraction selon la méthode d’extraction utilisée qui est la macération par I’éthanol
en fonction de déférentes durées d’extraction ; 1h, 4h, 6h, 8h, et 16h, et la méthode d’extraction
des huiles fixes par Sohxlet.

En ce qui concerne la méthode d’extraction appliquée nous somme les pionniés qui font
I’extraction sur la variabilité¢ de paramétre de temps sur la plante de Peganum harmala.

Le rendement d’extraction par maceration est effectivement variable en fonction du
temps. Le calcul des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale a montré que le
rendement des extraits 1h, 4h, 6h, et 8h est augmenté avec le temps, puis le rendement a incliner
et diminuer pour I’extrait de 16h.

Dans un travail qui été réalisé par Rhazi et al., (2015) sur la plante Acacia mollissima barks,
la maceération pendant des différente d’urée 2h, 6h, et 24h, ils ont trouvé que la progression de
temps d’extraction peut diminuer le rendement de l'extrait et cela peut étre di a la dégradation
de certaines substances naturelles comme les polyphénols. Ces résultats est similaire et
concorde ce que NOUs avons trouve.

Le rendement d’extraction des huiles fixes par Sohxlet obtenue est 6.18 %. Ces résultats
restent différents quantitativement de ceux trouves par Idrissi Hassani et El Hadek, (1999) qu’ils
ont trouvé 10 %. On peut dire que ces différences sont dues a la provenance géographique et
les conditions d’extraction appliquées.

Afin d’analyser les extraits et ’huile préparés a partir des graines de Peganum harmala,

un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le
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choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés anti oxydantes des
plantes leur sont attribueés.

Les résultats obtenus aprés I’extraction des graines de Peganum harmala indiquent que
cette plante contient une teneur remarquable de composés extractibles.

Dans notre étude nous avons trouve que 1’extrait de (4h) est le plus riche en polyphénol
avec taux de I’ordre 26,72 + 0,58 pg EAG/mg d’extrait, suivi par I’extrait de (1h) 21,36 £ 1,17
Mg EAG/mg d’extrait, 1’extrait (16h) renferme 19 = 2 ug EAG/mg d’extrait, 1’extrait (6h)
contient 18,25 + 1,17 ug EAG/mg d’extrait, alors que I’extrait (8h) ne contient que 11,86% 0,70
ug EAG/mg d’extrait représente la fraction qui contient la plus faible teneur en polyphénols.
Ces résultats ont montre qu’il n’y a pas une corrélation entre 1’augmentation de la teneur de
polyphénol en fonction d’augmentation de la durée d’extraction.

Ces résultats sont en accord avec ce qui été réalisé par Rhazi et al., (2015) sur vieille écorce
de dix ans d'age de la plante de Acacia mollissima barks, ils ont effectués la macération pendant
2h, 6h, et 24h, ils trouvent que la teneur en polyphénol et 353.6 + 0.50, 230.00 + 0.66 et 295.05
+ 0.58 mg EAG/ g d’écorce, respectivement. Les mémes résultats sont trouvés par Brigita et al.,
(2004) sur la plante Ribes rubum var Rondom, ils ont effectués la macération pendant 1h, 12h,
et 24h, ils trouvent que la plus grand concentration de polyphénols et observer dans I’extraction
de 12h 1166.4+8.6 mg\l, suivi par I’extrait de 24h 1151.9+8 mg\l et puis I’extrait de 1h qui
représente la valeur la plus faible 884.1+5.2 mg/I.

Les flavonoides pourraient étre a I’origine des vertus préventifs et curatifs de plusieurs
Plantes médicinales. lls ont connus par leurs remarquables activités pharmaco-biologiques,
(Narayana et al., 2001 ; Seyoum et al., 2006) et ont capables d'exercer en plus des propriétés
antioxydantes, des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogénes (Di Carlo et

al., 1999).
La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure

d’aluminium réveéle que 1’extrait de (6h) est le plus riche en flavonoides 31,16 + 0,41ug EQ/mg
d’extrait, suivi par ’extrait (4h) 27,93 + 0,14 ng EQ/mg d’extrait, 1’extrait (1h) renferme 21,30
+ 0,035 ug EQ/mg d’extrait, I’extrait (8h) contient 19,96 + 0,017 ug EQ/mg d’extrait, alors que
I’extrait (16h) ne contient que 18,47 £ 0,017 ug EQ/mg d’extrait. Ces résultats ont montre qu’il
n’y a pas une corrélation entre I’augmentation de la teneur de flavonoides en fonction
d’augmentation de la durée d’extraction.

Des études qui ont été réalisée pour confirme la variabilité de teneur de flavonoides en
fonction de temps. Yin Yin et al., (2009) ils ont fait une série d’extraction de 20, 40, 60, 80, 100 et

120 min, sur la plante Morinda citrifolia, et ils ont trouvé que la teneur en flavonoides et
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variable de 350 mg CE/100g DW jusqu’a 450 mg CE/100g DW dans cette intervalle de temps.
Mokrani et Khodir, (2016) ont trouvé des teneurs en flavonoides variable de 20 QE /100g DW a
40 QE /100g DW dans de différente duré ; 30, 120, 180, 270, 360, et 450 min sur la plante
Prunus persica.

En ce qui concerne notre extrait huileux, qui contient 18.11+ 1.41 ng EAG/mg d’extrait,
selon Khadhr et al., (2016) ils ont trouvé que la teneur de compose phénolique au niveau des huile
des graines de Peganum harmala est de 1’ordre 0.38 £ 0.01lmg EAG /ml d’extrait, cette
déférence est liée aux condition climatiques et édaphiques.

En effet, le contenu phénolique (y compris les flavonoides) d'une plante dépend d'un
certain nombre de facteurs intrinseques (génétique), extrinséques (environnement et stockage)
(Falleh et al., 2008), la période de la récolte et le stade de développement de la plante (Locatelli et
al., 2010), ainsi la progression de temps d’extraction qui peuvent également influencer sur
I’estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides (Rhazi et al., 2015).

Plusieurs méthodes ont été utilisées, pour déterminer I’activité antioxydante des plantes
(Krishnaiah et al., 2010 ; Baghiani et al., 2012). Dans notre présente étude, deux méthodes différentes
ont été impliquées pour évaluer I’activité antioxydante des graines de Peganum harmala. Ces
deux méthodes sont basées sur deux mécanismes antioxydants différents : 1’effet piégeur des
radicaux libres évalué par le test du DPPH, et le Pouvoir réducteur (FRAP).

L’¢évaluation de I’activité anti radicalaire des différents extraits et ’huile des graines de
Peganum harmala indique que les différents extraits et I’huile piegent les radicaux DPPH.

Parmi les extraits des graines de Peganum harmala que nous avons étudié, les extraits 4h
,6h, et 8h possédent I’effet le plus puissant avec des valeurs IC 50 de I’ordre de 44.83 + 0.243,
46.58 + 1.236, et 54.09 + 1.065 pg/ml respectivement. Ces résultats sont en concordance avec
I’augmentation de la teneur en polyphénol des extraits 4h, 6h, et 16h.

Ces résultats sont similaire a ceux trouvé par Mokrani et Khodir, (2016) qu’ils ont fait une
série d’extraction de 30, 120, 180, 270, 360, et 450 min sur la plante Prunus persica L, et qui
ils ont trouvé que I’activité anti radicalaire est lie a I’augmentation ou la diminution de la teneur
en polyphénol et flavonoide dans cette intervalle de temps. D’autres études montrent que
I’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des polyphénols et des flavonoides dans les
extraits des plantes médicinales (Mariod et al., 2009 ; Locatelli et al., 2010).

En ce qui concerne les extraits 1h et 16h, qu’ils possédent des valeurs IC (50) : 45.53 +
1.716 et 46.38 £ 0.412, on trouve que I’activité anti radicalaire et la teneur en polyphénol et

flavonoide est indépendante. Cette résultat et celle confirme par Yin Yin et al., (2009) qu’ils ont
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fait une série d’extraction par durée ; 20, 40, 60, 80, 100, et 120 min sur la plante Morinda
citrifolia.

Pour I’extrait huileux, leur IC 50 est d’environ 66.69 + 8.868 pg/ml et leur activité anti
radicalaire est plus élevé par rapport a la valeur d’IC (50) 4.9 mg/ml trouvé par Khadhr et al.,
(2016) a propos des graines de Peganum harmala. Cette déférence liée a la teneur de polyphénol
et flavonoide qui trouvé dans I’huile.

La capacité de I’extrait a donner un €lectron en convertissant le fer ferrique Fe3+ en fer
ferreux Fe2+, est evalué par le pouvoir réducteur. Une absorbance élevée indique que 1’extrait
posséde une grande capacité reductrice, cette capacité considére comme indicateur significatif
de son pouvoir antioxydant (Tep et al., 2005).

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué que ’extrait huileux a un pouvoir
réducteur inférieur a celui de I’acide ascorbique avec une absorbance de 0.087 a 50 pg/ml, par
contre I’acide ascorbique donne une absorbance de 0.837 a 50 pg/ml ; pour I’extrait de 4h, son
pouvoir réducteur arrive a 0.0250 a 50 pg/ml, mais reste inférieur de celle du I’extrait huileux,
le méme résultat a été enregistrée pour 1’extrait 1h, qui donne I’absorbance de 0.0243 a la méme
concentration. Cependant pour ces extraits, une corrélation a été mise en évidence entre le
pouvoir réducteur de ces extraits des graines de Peganum harmala et leurs teneurs en composés
phénoliques. Des résultats similaires ont été rapportés dans d’autres travaux récents, par
exemple dans une étude menée par Mokrani et Khodir, (2016) dans une série d’extraction sur la
plante Prunus persica L, ont mis en évidence ’existante d’une corrélation entre le pouvoir
réducteur de ces extraits et leurs teneurs en composés phénoliques. Ces résultats pourraient
indiquer que les composés phéenoliques s’avérent comme de bons chélateurs des ions
métalliques (Morris, 1995 ; Brown, 1998).

Tandis que les autres extraits 8h et 16h, donnent des absorbances de 0.0243 et 0.0158 a
la méme concentration respectivement, alors que I’extrait 6h présente le pouvoir réducteur le
plus faible avec une absorbance de 0.0048 toujours a la méme concentration. Et pour ces
extraits, il n’existe pas une corrélation entre le pouvoir réducteur et leur teneur en composes
phénoliques. Ces résultats sont en concordance avec ce qui été trouvé par Hip Seng et al., (2013)
sur la plante Schizophyllum commune dans une série d’extraction, ils prouvent qu’il existe une
corréelation faible entre le pouvoir chelateur des extraits et leurs teneurs en composés
phénoliques. Ces resultats pourraient indiquer que les composes phénoliques ne sont pas les
principaux chélateurs présents dans les extraits qui sont en fait un mélange complexe d’acides
organiques (acides citrique, malique, tartrique, oxalique, lipoique et phytique..etc.), d’acides
aminés et de sucres qui peuvent contribuer également a la séquestration des métaux de transition
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(Wong et al., 2006). Les composés contenants le nitrogéne sont généralement des chélateurs plus
puissants que les composés phénoliques (Chan et al., 2007). De plus, la capacité chélatrice d’un
composé phénolique dépend de la disponibilit¢ d’un certain nombre de groupements
fonctionnels convenablement orientés (Van Acker et al., 1996). Donc un échantillon riche en
composés phénoliques ne pourrait pas chélater les métaux de transition si ses polyphénols ne
disposent pas les groupements fonctionnels nécessaires pour I’activité chélatrice, de méme la
conjugaison d’un composé phénolique avec une partie glucidique entraine la perte de I’activité
chélatrice (Wong et al., 2006).

L’inflammation est un processus physiologique de défense de 1’organisme contre une
agression qui entraine une altération tissulaire. La fonction principale de 1’inflammation et
d’éliminer I’agent agresseur et de permettre la réparation des tissus.

L’cedéme de l’oreille induit par le xyléne chez la souris qui est un modele de
I’inflammation aigué, a été utilisé pour évaluer I’effet anti cedémateux de 1’extrait éthanolique
des graines de Peganum harmala. L’cedéme de I’oreille induit par le xyléne est un modéle
expérimental reproductible et concede une bonne valeur prédictive pour le criblage des agents
anti-inflammatoires (Lu et al., 2005).

L’application du xyléne sur I’oreille induit une accumulation de liquide conduisant a la
formation d’un cedéme qui est caractéristique de 1’inflammation aigué (Okoli et al., 2007).

L’¢épaisseur de I’cedéme atteint son maximum 30 minutes apres 1’application du xyléne

(Lu et al., 2006).
La différence du poids des oreilles gauche et droite des souris apres ’application topique

du xylene a été exploitée dans la présente étude pour évaluer 1’effet anti cedémateux de I’extrait
éthanolique des graines de Peganum harmala.

Le mécanisme moléculaire et cellulaire par lequel le xylene induit I’inflammation met en
jeu les neurones sensoriels sensibles a la capsaicine qui suite a une stimulation, liberent un
nombre de médiateurs qui peuvent initier la réaction inflammatoire (Rotelli et al., 2003). Ce
Phénoméne est connu sous le nom de I’inflammation neurogénique. La substance P et le peptide
lié au gene de la calcitonine sont les principaux initiateurs de 1’inflammation neurogénique. Ils
induisent une vasodilatation et une exsudation plasmatique en agissant sur les muscles lisses
des vaisseaux sanguins et les cellules endothéliales (Rotelli et al., 2003), comme ils peuvent activer
directement les mastocytes et les autres cellules immunitaires.

Il est également admis que les neurones sensoriels contiennent des cyclooxygénase

capables de synthétiser les prostaglandines pro inflammatoires (Richardson et Vasko, 2003).
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Le traitement des souris par Diclofenac par voie orale provogue une diminution
hautement significative de développement de 1I’cedéme avec une inhibition de 54.13%. Pradeep
Kumar et al., (2015) ont rapporté un effet presque similaire de 42% par apport que nous avons
trouvé 54.13%. Le mécanisme d’action de Diclofenac sur I’inflammation est basé sur
I’inhibition de la synthése de prostaglandines pro inflammatoires par les enzymes (COX1 et 2).

Le traitement des souris par I’extrait éthanolique par rapport au medicament de référence
qui est le Diclofenac ne représente aucune différence, ces résultats confirmé les études
précédente menus par Pradeep Kumar et al., (2015) qui ont effectué I’évaluation de 1’activité anti
inflammatoire des graines de Peganum harmala, et ils ont trouvé que I’effet des extraits des

graines de Peganum harmala est non significative a la méme dose que on a utiliseé 200 mg/Kg.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmetologie et 1’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments
inquietent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

Dans le présent travail, notre intérét s’est porté sur la plante Peganum harmala L, espece
veégétale utilisée en phytothérapie pour traite plusieurs maladie tel que : I'hypertension artérielle,
les douleurs, les hémorroides et les troubles digestifs. Afin de vérifier I’efficacité de cette plante

sur les activités antioxydante, et anti-inflammatoire.

L'extraction des graines de la plante a permis d'obtenir des rendements qui augmente puis
incliner a certain temps, alors que la teneur en composés phénoliques, flavonoides était

consequente.

L’activité antioxydante des différents extraits et d’huile de Peganum harmala L, a été
évaluée par deux méthodes : la méthode de réduction de radical libre DPPH et le test de pouvoir
réducteur. L’évaluation de I’activité antioxydante a révélé que les différents extraits et 1’huile
ont montré une forte activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH, et un pouvoir réducteur

important.

A travers I’étude de I’activité anti-inflammatoire, I’inhibition du développement de
I’cedéme de 1’oreille induit par le xyléne chez la Souris permet de conclure que I’extrait
éthanolique possede une activité anti-inflammatoire a une dose de 200 mg/kg lorsqu’ils sont
administrés par voie orale. Cette activité et comparable a celle de Diclofenac qui est un anti

inflammatoire de référence.

En perspective, les résultats obtenus dans cette étude sur les effets anti inflammatoires et
antioxydants des extraits et d’huile des graines de Peganum harmala sont intéressant, mais des
études complémentaires approfondies sont nécessaires pour comprendre leurs mécanismes
moléculaires et cellulaires. Ces études doivent étre focalisées sur la recherche des composés
bioactifs dans ces extraits de Peganum harmala et 1’évaluation de I’effet de ces composés sur
les cellules inflammatoires et leurs voies de signalisations, les enzymes impliquées dans la

production des especes oxygeénées réactives et sur les systemes antioxydants.
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