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Résumé

Résumé

Peganum harmala est une plante largement utilisée dans la meédecine traditionnelle
algérienne pour traiter une varieté de troubles. La présente étude vise a évaluer la toxicite,
activités anti-inflammatoire, antioxydantes, et antibactériennes des différents extraits des
graines ; (Hydrométhanolique et aqueux), Les résultats ont montré que les graines de
Peganum harmala sont trés riches en polyphénols et en flavonoides, La DL 50 (585mg/kg)
des graines de Peganum harmala sur des souris a permis de classer cette plante comme
extrémement toxique, avec une perturbation de la masse relative des organes et une altération
de quelques parametres biochimiques (PAL, ASAT, ALAT, Urée et Créatinine) , ainsi que
des altérations rénales et hépatiques. L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire induit par
I’xyléne chez les souris réduit significativement 1’augmentation de volume d’cedéme avec un
pourcentage d’inhibition de (58,33 %, 35,72 %) d’exrait hydrométhanolique et aqueux
respectivement, une réduction relativement faible a celle obtenue avec diclofinac, anti-
inflammatoire de référence (73,80%). Le piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur,
montrent que les deux extrais de la plante étudié présentent des propriétés antioxydantes.
L’extrait hydrométhanolique est le plus actif avec IC50 de 95 .39, 0.05 a 0.32 pg de poids des
grains secs des tests DPPH, et le pouvoir réducteur respectivement, L’activité antibactérienne
montre 1’efficacité des extraits contre toutes les souches bactériennes testées. Le meilleur
diamétre d’inhibition a été obtenu avec Salmonella (12,33 £ 0,35 mm).
En conclusion, cette plante possede un fort pouvoir pharmacologique due a sa richesse en
métabolites secondaires. Cependant son utilisation prolongée pourrait étre a 1’origine de
différentes anomalies.
Mots clés : Peganum harmala, polyphénols, flavonoides, extrait aqueux, extrait
hydrométhanolique, toxicité aigle, anti-inflammatoire, activité antioxydant, activité

antibactérienne.



Abstract

Abstract

Peganum harmala is a plant widely used in traditional Algerian medicine to treat a
variety of disorders. The purpose of this study was to evaluate the toxicity, anti-inflammatory,
antioxydant and antibacterial activity of the different seed extracts. (hydrométhanolic,
aqueous), The results showed that Peganum harmala seeds are very rich in polyphenols and
flavonoids, The LD 50 (mg/kg) of Peganum harmala seeds in mice classified this plant as
slightly toxic. The acute toxicity study revealed a disturbance in the relative mass of the
organs of mice treated with alteration of some biochemical parameters (PAL, ASAT, ALAT,
Urea creatinine), as well as renal alterations and liver. Anti-inflammatory activity was
evaluated by measuring xylene-induced edema, of hydrométhanolic and aqueous extracts
significantly reduced the increase ear edema volume in mice with an inhibition percentage of
(58 .33%, 35.72%) respectively, a relatively lower reduction than that obtained with
diclofinac, the reference anti-inflammatory (73.80%). The trapping of radical DPPH and the
iron reduction capacity, show that the extracts of the studied plant present antioxidant
properties. The extract hydrométhanolic is most active with 1C50 of 0.34, 0.4 and 1.5 mg of
weight of the dry grains of tests DPPH, the iron reduction capacity respectively. The
antibacterial activity shows the effectiveness of the extracts against all the bacterial strains
tested. The best inhibition diameter was obtained with Salmonella (12.33 0.35 mm).

In conclusion, this plant has a strong pharmacological power due to its rich secondary
metabolites. However its prolonged use could be the cause of different anomalies.
Keywords:
Peganum harmal, polyphenols, flavonoids, aqueous extracts, hydrométhanolic extracts,

toxicity, antinflammatory, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Introduction

Depuis I’antiquité ’homme a employé des remedes traditionnels a base de plantes sans
savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques, il reste difficile de définir les molécules
responsables de 1’action bien que certains effets pharmaceutiques prouvés sur 1’animal ont été
attribués a des composés tels que les alcaloides, les terpénes, les stéroides et les composés
polyphénoliques (Bahorun., 1996).

Les ressources végétales spontanées constituent jusqu’a ce jour une source d'intérét
Primordial pour I'hnomme et ses besoins. Elles représentent aussi un phytomédicament
appréciable par la population de certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement. En Afrique, la médecine traditionnelle contribue a la satisfaction des besoins
en matiére de santé de plus de 80% de la population. Ces ressources comptent environ
500.000 especes de plantes sur terre, dont 80.000 possédent des propriétés medicinales
(Bouallala et al., 2014).

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végeétal, se trouve le genre Peganum, ce dernier est largement
distribué dans les régions arides et semi-arides, (Behidj-benyounes et al ., 2014, , Khan et
al., 2017).

La plante est trés utilisée en médecine traditionnelle algérienne pour traiter plusieurs
maladies (cutanés, asthme, digestifs et Gynécologiques). Pour confirmer [’utilisation
traditionnel de la plante nous avons programmé plusieurs testes dans le but d’évaluer les
activités biologiques telles que I’activité antioxydante, anti inflammatoire et antibactérienne,
mais est ce que cette derniére n’a pas des effets toxiques ?

Cette étude sera subdivisée en trois parties :

» Dans la premiére partie, nous faisons une étude bibliographique sur la description

botanique de notre plante Peganum harmala,

» Dans la deuxiéme partie (partie expérimentale), nous avons réalisé I’extraction et la

détermination des teneurs en composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides) ;
I’évaluation des activités biologiques (activité antioxydante, antiinflammatoires et

antibactérienne) et la toxicité aigue.
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L’évaluation de I’activit¢é an inflammatoire, le pouvoir antioxydant des extraits
hydrométhanolique et aqueux de la plante et le pouvoir antimicrobienne des extraits de la

plante. Enfin, dans la troisiéme partie, nous avons rapporté les résultats obtenus.
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Chapitre | : Synthese bibliographique

I.1. Historique des plantes médicinales

Les plantes sont indispensables a 1’homme. Elles n’entrent pas seulement dans sa
nourriture, mais aussi bien dans ses plaisirs et sa santé car les effets curatifs des plantes
médicinales sont connus depuis les temps les plus reculés.

En réalité toutes les plantes qui entretiennent notre corps ou font maintenir 1’équilibre
de notre santé peuvent étre considérées comme plantes médicinales, Il est fort possible que les
premiéres découvertes des propriétés curatives des végétaux furent fortuites car en voulant se
nourrir, I’homme primitif trouva leur faculté médicinale, et il fut certainement aide dans cela
par I’observation des animaux, qui instinctivement savaient s’en servir.

L’utilisation de ces plantes était également connue des civilisations de 1’antiquité pour
des usages religieux, cosmétiques mais aussi thérapeutiques (Lardry J-M, Haberkoin,
2007). ils citaient le ricin, I’anis, le blé, le lotus, et ils faisaient appel a quelques 400 drogues
dont la majorité était d’origine végétale.

1.1.1. Les plantes médicinales en Algérie

Chaque culture a une histoire d’utilisation des plantes médicinales pour guérir les
maladies. En Algérie [’'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans.

Quant a la grande diversité des plantes médicinales en Algérie et leur usage, une
synthése regroupant toutes ces informations a 1’échelle nationale devrait étre rapidement
entreprise. De tout temps, les plantes médicinales ont eu une grande influence et occupe une
place importante dans la vie quotidienne en Algérie, on peut observer cette influence méme
sur les timbres postaux.

1.1.2. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des végétaux supérieurs dont les racines, les feuilles, les
fleurs, les graines, I'écorce ou tout autre organe peuvent étre utilisés a des fins thérapeutiques,
officinales, pour la santé, notamment en phytothérapie et naturopathie pour guérir par les
plantes.

Une plante médicinale est définie comme une « drogue végétale dont au moins une
partie possede des propriétés médicamenteuses », uUtilisées en 1’état, soit sous forme desséchée
soit a 1’¢état frais.

L’expression drogue végétales ou, plus couramment, drogue, désigne donc une maticre

premiere naturelle servant a la fabrication des médicaments.
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1.1.3. Représentation de la plante
Peganum harmala est une plante herbacée glabre et pluriannuelle de 30 & 90 cm de

hauteur a rhizome épais, a odeur forte, désagréable qui rappelle celle de la rue. Elle est

caractérise par (figure 1) :

>

Les tiges : dressées, trés rameuses disparaissent 1’hiver, portent des feuilles alternes,
divisées en étroites lanicres .A leur extrémité, s’épanouissent les fleurs solitaires, assez
grandes (25 a 30 mm) ;

Les feuilles : sont alternes et irrégulierement découpées en étroites multiples laniéres
tres fines pouvant atteindre 5*5 ;

Les fleurs : solitaires, assez grandes (2,5 a 3 cm), d'un blanc-jaunatre veinées de vert
avec cing sépales filiformes persistants qui dépassent la corolle, cette derniére est
formé de cinqg pétales creme lavés de rose-orangé a nervure jaunes. Et dix a quinze
étamines de couleur jaune pale au centre ovaires globuleux qui est parfaitement visible
(Chopra et al., 1960)

Les graines : nombreuses, petites, anguleuses, sub-triangulaires, de couleur marron
fonce, dont le tégument externe est réticulé, ont une saveur ameére, on les récolte en
été, le tégument externe de la graine renferme un pigment rouge connu sous le nom de
"Turkey red" (Chopra et al., 1960 ; Quezel et Santa, 1963).

Les fruits : situés entres les sépales hérissés, sont des petites capsules sphériques a 3
valves de six a dix millimetres de diametre qui s’écartent pour libérer des graines
triangulaire toxique a tégument réticulé. Les capsules contiennent plus de 50 petites
graines triangulaires.

La racine : Les racines latérales sont produites environ 12-15 pouces en dessous. La

SN A LR TR

=

surface qui peut s'étendre jusqu'a 20 pieds de La plante mére (Roche, 1991).

5

Figurel : La plante Peganum harmala .
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1.1.4. Classification botanique

La classification botanique de Peganum harmala est la suivante :
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae- Nitrariacées
Genre : Peganum
Espéce : Peganum harmala L. (OZENDA, 1991)

1.1.5. Nomenclature et appellation
Nom scientifique (Latin) : Peganum harmala
Nom commun : Harmel, Rue de syrie, Rue sauvage, Rue verte, Pegane (Lamchouri et al.,
2000).
Nom berbere: Wa n'tefriwen

1.1.6. Distribution géographique

En Algerie, Peganum harmala est commune aux hauts plateaux, au Sahara septentrional
et méridional, et aux montagnes du Sahara central. Il est réputé pour les terrains sableux, dans
les lits d'oued et a l'intérieur des agglomérations (Ozenda, 1991 ; Chopra et al .,1960 ;
MAIRE,1933).

1.1.7. Usage traditionnel de la plante

Les plantes médicinales sont utilisées, en général dans les domaines thérapeutiques,
cosmétiques, aromatiques ou ornementaux. En effet, I’harmel est utilisé dans le domaine
thérapeutique et parfois en gastronomie comme épice (Bakiri et al., 2016).

» Peganum harmala est ’'une des plantes médicinales les plus utilisées en médecine
traditionnelle surtout en fumigation pour lever le mauvais sort et protéger des
envoatements (Bellakhdar, 1997 ; 1997 ; Hammiche et al. 2013).

» les graines de P .harmala sont utilisées depuis longtemps comme narcotiques,
antihelminthiques, antispasmodiques et dans certains cas contre les rhumatismes et
I'asthme (Siddiqui et al. 1988 ; Bellakhdar, 1997).

> La plante a eté traditionnellement employée pour traiter certains troubles de
systéeme nerveux tels que la maladie de Parkinson (Leporatti, 2009), en conditions

psychiatriques comme la nervosité (Gonzalez et al., 2010).
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» Peganum harmala a été employé pour traiter le diabéete dans la médecine
folklorique (Bnouham et al., 2002).

» Peganum harmala a été utilisée dans la coloration des tapis et aussi dans la teinture
de la laine par un colorant rougeétre obtenu a partir de ses graines, cette technique

a été largement répandue en Turquie et en Iran (Baytop, 1999).
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» Peganum harmala a été utilisée dans la coloration des tapis et aussi dans la teinture
de la laine par un colorant rougeétre obtenu a partir de ses graines, cette technique
a été largement répandue en Turquie et en Iran (Baytop, 1999).
e En médecine traditionnelle algérienne et maghrébine, La plante Peganum
harmala représente une véritable panacée qui traite la plupart des troubles et
maladies. Quelques « recettes » recueillies au Maghreb pour illustrer cette
diversité d’emplois, sont rapportées (Hammiche et al., 2013). Suc de plante
fraiche : en liniment a base de graisse de mouton, contre les douleurs articulaires.
e La décoction de graines est appliquée et maintenue sur les parties atteintes
d’eczéma et les tumeurs.
e Poudre de graines : comme antiseptique pour cicatriser toutes sortes de plaies
(circoncision, brulures, etc.).
e Graines : prendre dix a trente graines, deux fois par jour contre. Le diabéte,
I'nypertension artérielle, les parasites intestinaux. (Hammiche et al., 2013).
e La poudre de graine bouillie avec de I’huile d’Olive est utilisée pour traiter la
chute et améliorer la qualité des cheveux.
e Les rameaux frais de P harmala sont utilisées comme révulsifs
(Bellakhdar,1997).
1.1.8. Activités pharmacologiques
1.1.8.1. Effets anti-inflammatoires
Des activités anti-inflammatoires, analgésiques in vivo et in vitro de cette plante ont été
évaluées. Les résultats démontrent que la creme de formulation de I'huile de graines de P.
harmala a une activité anti-inflammatoire intéressante avec un léger effet analgésique
périphérique di principalement a sa richesse en acide linoléique, y-tocophérol et polyphénols
et a sa capacité anti-oxydante importante (Sepideh ,2016).
Des extraits de cette plante ont un effet anti-inflammatoire significatif via I'inhibition de

certains médiateurs de I’inflammation prostaglandine.
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1.1.8.2. Effets sur le systéme nerveux

Diverses études in vitro et in vivo ont montré une large gamme d'effets produits par des
alcaloides de Peganum harmala a la fois sur le systeme nerveux central et périphérique y
compris, I’excitation , I’hallucination, 1’analgésie et l'effet antidépresseur (Moloudizargari et
al., 2013).

Il a été prouvé que les B carbolines de Peganum harmala interagissent avec la
dopamine, GABA, 5-hydroxytryptamine, benzodiazépine et imidazoline au niveau de leurs
récepteurs présents dans le systeme nerveux et de cette facon induisant leurs nombreux effets
pharmacologiques (Moloudizargari et al., 2013).

1.1.8.3. Effets sur le systéme immunitaire

Les B Carbolines de Peganum harmala ont montrés des effets immuno-modulateurs
dans plusieurs études (Wang et al., 1996 ; Farzin et Mansouri, 2006).

1.2. Etude phytochimique

1.2.1. Les alcaloides de Peganum harmala

L’espéce Peganum harmala est tres riche en alcaloides indoliques (dérivés de ’acide
aminé Tryptophane) de typep-carboliniques, Les plus importants sont 1’Harmaline,
I’Harmane, I’Harmine et le Tetrahydroxyharmine (THH).

Les graines contiennent également une autre classe d’alcaloides, les quinazolines, dont
le précurseur est I’acide anthranilique et qui sont représentés par la Péganine, le peganol, le
Vasicinone et la Desoxypéganine (Rezzagui, 2012).

1.2.2. Toxicite des alcaloides

Les alcaloides de Peganum harmala sont doués de propriétés toxiques. Les alcaloides
peuvent provoquer une hypothermie permanente, des troubles respiratoires, des
vomissements, des maux de ventre, des hallucinations et des convulsions (Mahmoudian et
al., 2002 ; Frison et al., 2008), en inhibant la MAO-A et I’AChE (Tuliaganov et al., 1986 ;
Kim et al., 1997).

1.3. Activité antiinflammatoire

1.3.1. Inflammation

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés,
a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de maintenir son
intégrité (figure 2). L'inflammation est un processus habituellement bénéfique ; son but est de
mobiliser le systeme immunitaire afin d'éliminer I'agent pathogene et de réparer les lésions

tissulaires. Parfois l'inflammation peut étre néfaste du fait de I'agressivité de I'agent
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pathogene, de sa persistance, du siége de I'inflammation, ou encore de régulations anormales
du processus inflammatoire.
Elle se traduit ordinairement par quatre symptémes cardinaux : Rougeur, chaleur,

douleur, et Iésion fonctionnelle.

1- Iésion tissulaxe

Figure 2 : Les principales étapes de la réaction inflammatoire

1.3.2. Antiinflammatoires

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de
Synthéses du type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (corticoides), ce sont des
médicaments largement utilisés mais dont les effets secondaires sont parfois graves, en
particulier la toxicité sur le systéeme rénal et digestif (irritations digestives pouvant aller
jusqu’a 'ulcération gastrique) (Das, 2011).

1.3.2.1. Anti inflammatoires conventionnels

e Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Sont des médicaments a la propriété antalgique, antipyrétique et anti-inflammatoire.
Plusieurs classifications sont proposées, fondées soit sur la structure des AINS, la puissance,
les modalités d’action et/ou la sélectivité anticyclo-oxygénase (Cuvillon et Viel., 2002).En
effet, les AINS agissent tous en inhibant les deux isoformes de la cyclo-oxygénase (COX-1 et
COX-2), diminuant ainsi la synthese des prostaglandines E2 et du thromboxane A2 (Risser et
al., 2009).

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens, en inhibant la synthése de prostaglandines qui
ont un réle dans l'agrégation plaquettaire et la protection de I'estomac, sont responsables des
événements defavorables, en génant ainsi I'agrégation plaquettaire et donc la coagulation du
sang, ce qui peut prévenir la formation des caillots (thrombose), mais aggrave les
hémorragies ; en provoguant aussi des problémes gastro-intestinaux (ulceres),rénaux et
d’hypersensibilité (Jick, 1994 ; Risser et al., 2009).
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e Lesanti-inflammatoires non stéroidiens
Sont des médicaments a la propriété antalgique, antipyrétique et anti-inflammatoire. Plusieurs
classifications sont proposées, fondees soit sur la structure des AINS, la puissance, les
modalités d’action et/ou la sélectivité anticyclo-oxygénase (Cuvillon et Viel., 2002).En effet,
les AINS agissent tous en inhibant les deux isoformes de la cyclo-oxygénase (COX-1 et
COX-2), diminuant ainsi la synthése des prostaglandines E2 et du thromboxane A2 (Risser et
al., 2009).

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens, en inhibant la synthése de prostaglandines qui
ont un réle dans l'agrégation plaquettaire et la protection de I'estomac, sont responsables des
événements défavorables, en génant ainsi I'agrégation plaquettaire et donc la coagulation du
sang, ce qui peut prévenir la formation des caillots (thrombose), mais aggrave les
hémorragies; en provoquant aussi des problemes gastro-intestinaux (ulcéres), rénaux et

d’hypersensibilité (Jick, 1994 ; Risser et al., 2009).

Phospholipides membranaires

g

Hydroperoxydes & Acide arachidonique
Réactions catalysées
Y R par les cyclooxygénases
>
Leucotriénes PGGS a
.JJ,-'
PGH2 I\INS
» » -
Prostaglandines Prostacycline PGI2 Thromboxanc A2

PGD2, PGEL, PGFla

Figure 3 : Mécanisme d’action des AINS (Nicolas, 2001)
e Les anti-inflammatoires steroidiens (Glucocorticoides)

Sont des dérivés du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les
maladies inflammatoires chroniques tel que 1’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immune
(Kessel et al., 2014).

L’usage des glucocorticoides est associé¢ a de nombreux effets indésirables, le risque
d'apparition de ces effets s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement. Conduisant

a des troubles aigus tels que I’hypertension artérielle et 1’ulceéres gastro-duodénaux (Henzen,
2003).
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1.3.2.2. Anti-inflammatoires traditionnels

Les effets anti-inflammatoires des polyphénols, qui peuvent étre exercées au niveau
moléculaire, sont dépendants de la structure spécifique des composés polyphénoliques. Les
fonctions de macrophage, y compris la production de cytokines, peut également étre affectée
par certains flavonoides par la modulation de la cyclo-oxygénase inductible (COX-2) et
I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS). Plusieurs études expérimentales ont rapporté les
effets immunomodulateur des composés polyphénoliques sur I'immunité humorale et
cellulaire (Neyestani, 2008 ; Madhuri et al., 2008).

I.4. Activité antioxydante

Depuis I’antiquité, les plantes ar furent utilisees le plus souvent par les parfumeries.
Cependant, durant ces dernieres décennies, elles sont devenues sources d’antioxydants
naturels (Bandoniene et al., 2000) .

1.4.1. Stress oxydatif et les antioxydants

Les antioxydants jouent un réle important dans le métabolisme humain. Les réactions
biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres initiant des
réactions d’oxydations en chalne qui ont une action néfaste sur les cellules de notre corps, en
les abimant et en accélérant le processus de vieillissement. Normalement, le corps humain
maintient I’équilibre entre les antioxydants et les radicaux libres en produisant simultanément
les deux types de substances dans le processus métabolique. Le déséquilibre entre ces deux
types de composes conduit a un phénomene appelé stress oxydatif. (Yepez et al., 2002).
1.4.1.1. Stress oxydant

Le stress oxydatif réfere a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant laquelle, la génération d’oxydants accable le systeme de défenses antioxydants, que ce
soit par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses
antioxydants (Sorg, 2004).
1.4.1.2. Les radicaux libres

L'oxygene est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu'il
permet de produire I'énergie en oxydant la matiere organique. Mais les cellules convertissent
une partie de cet oxygéne en métabolites toxiques: les radicaux libres (Favier, 2003). Un
radical libre est une espéce chimique possédant, sur sa couche externe, un ou plusieurs
électrons célibataires (Zweier and Hassan Talukder, 2006).Ces radicaux peuvent étre dérivé
de I'oxygene (Reactive Oxygene Species : ROS) ou d’autres atomes comme 1’azote qui

provoque une perturbation des cellule vivantes (Kocchilin-Ramonatxo, 2006).

10



Chapitre | : Synthese bibliographique

1.4.1.3. Sources des radicaux libres

>

1.4.1.3.1. Sources endogeénes

Le peroxysome contient de nombreuses enzymes genérant du H,O,, ce dernier est

Utilisé comme substrat par la catalase peroxysomale pour réaliser des réactions de

peroxydation d’autres substrats, qui sont importantes dans les processus de détoxification

présents dans le foie et le rein (Belviranli and Gokbel, 2006).

>

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme qui utilise 1’oxygéne moléculaire comme un
accepteur d’électrons en produisant 1’anion superoxyde au cours de la réaction
d'oxydation de 1’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique (Harrison,
2002).
Xanthine oxydase
Xanthine + 2 O, + H,0 > Acide urique +2 O, + 2H*
NADPH oxydase (NADPHO) est une hémoprotéine joue un réle fondamental dans la

réponse immunitaire. Elle se trouve dans différents types cellulaires; les cellules
phagocytaires, les fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules de muscles lisses.
1.4.1.3.2. Sources exogenes

Les organismes vivants sont exposés a une large variété de ROS de sources non
métaboliques exogenes. Les rayonnements, qu’ils soient X ou vy, peuvent par différents
mécanismes faire apparaitre des radicaux libres en scindant la molécule d’eau en deux
radicaux. Les rayonnements ultraviolets sont capables de produisent des anions
superoxydes ou de I’oxygéne singulet (Beani, 1995).

Les polluants de I’air, comme la fumée des cigarettes et les contaminants industriels,
constituent une source importante de ROS, ils attaquent et causent des endommagements
dans I’organisme que ce soit par interaction directe avec la peau ou aprés inhalation dans
les poumons (Afanasev, 2009).

Une large variété des xénobiotiques (toxines, pesticides, herbicides, etc...) et
médicaments (antibiotiques, anticancereux, etc...) peuvent contribuer a la production des
ROS qui se forment comme un des produits de leur métabolisme in vivo (Martinéz-
Cayuela, 1995).

1.4.1.4. Les especes reactives de I’oxygéne (ROS)

Plusieurs réactions biologiques impliquent 1’oxydation de substrats ou 1’accepteur
d’¢électrons est I’oxygene moléculaire (02). Ces types de réactions sont catalysés par un

groupe d’enzymes métalloprotéiques appelées "oxydases" :

11
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(i) Les radicaux libres de I'oxygéne comme le superoxyde d'oxygene (O2¢-) et le
radicale hydroxyle (OH-¢) et le monoxyde d’azote (NO-) ;
(ii) Les dérivés oxygénés non radicalaires qui peuvent étre des précurseurs de
radicaux tels que le peroxyde d’hydrogéne (H202) et le peroxynitrite (ONOO)
(Garait, 2006).
1.4.1.5. Principales cibles des ROS
Le stress oxydatif conduit a des endommagements cellulaires et tissulaires souvent
irreversible, les cibles biologiques susceptibles aux attaques radicalaires sont les lipides, les
protéines les glucides et les acides désoxyribonucléiques (Finkel and Holbrook, 2000).

» Les lipides, principalement leurs acides gras polyinsaturés, sont la cible privilégiée de
I’attaque par le radical hydroxyle capable d’arracher un hydrogene sur les carbones
situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diene conjugué ,oxydé en
radical peroxyle .cette réaction appelée la peroxidation lipidique ( Hennebelle et al.,
2004).

» Les protéines :I’action des radicaux libres a licu sur les chaines latérales de certains
acides aminés comme le thiol des cystéines .A proximité des sites de liaison d’ions
métalliques peuvent se dérouler des réactions d’oxydations qui produisent des acides
aminés anormaux .Les radicaux libres sont également responsables de la formations
de ponts disulfures qui modifient la conformation des protéines et nuisent a leur
activité biologique (activité enzymatique ,transduction d’un signal ou systéme de
transport ) ( Jacques et André, 2004).

» Les ADNs nucléaires et mitochondriales sont trés sensibles a 1’attaque des ROS
(Favier, 2003), les bases composant I'ADN, particuliérement la guanine, sont
sensibles a lI'oxydation par les radicaux libres (Cuzzocrea, 2001). L'attaque radicalaire
se manifeste soit directement en entrainant I'oxydation des bases et engendrant un
grand nombre de bases modifiées, soit elle cible la liaison entre la base et le
désoxyribose créant un site abasique, soit cible le sucre lui-méme créant une coupure
de simple brin (Beckman and Ames, 1998). Le radical NOe et leur dérivés tels que
NO™?, ONOO-, N,O; et HNO, sont des agents mutagénes et ont la capacité
d’introduire plusieurs modifications sur les bases d’ADN par des réactions de
nitration, nitrosation, et désamination (Cuzzocrea, 2001). Les dommages d’ADN ont
comme conséguence une transcription réduite d’ARNm et, en conséquence, une perte

de fonction des biomolécules protéiques (Madamanchi, 2005).
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» Les glucides : le glucose peut s’oxyder en présence des ions métalliques conduisant a
la libération des cétoaldéhydes, H,O, et OH, qui peuvent entrainer la coupure des
protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhydes .Ces phénomenes de
glycosoxydation est trés important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de
leur paroi vasculaire et de leur rétine (Favier, 2003).

1.4.1.6. Les maladies liées au stress oxydant

De nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress
oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de
pathologies humaines différentes (Pincemail et al., 2002) allant de 1’athérosclérose au cancer
tout en passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le
diabéte. Le role du stress oxydant a été également évoqué méme dans des processus
physiologiques tel que le vieillissement (Sorg, 2004 ; Valko et al., 2007).
1.4.1.7. Les antioxydants

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des ROS est particulierement fragile ;
La production des ROS est strictement régulée par notre organisme qui a développé des
moyens de défense antioxydants de protection contre les effets potentiellement destructeurs
des ROS. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).

1.4.1.7.1. Antioxydants enzymatiques

e Superoxyde dismutase (SOD) : est une enzyme primaire essentielle qui réagit contre
les produits toxiques de métabolisme cellulaire, et catalyse la dismutation de I’anion
superoxyde en H,0O, (Seib et al., 2006).

SOD
20,"+2H" Hz0, + O,
e La Catalase (CAT)

La catalase se trouve dans les hématies et dans les peroxysomes de nombreux tissus et

cellules, et il avait une grande affinité a son substrat (Kohen and Nyska, 2002), est une
enzyme qui catalyse la transformation du peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene
moléculaire (Stocker and Keaney).
CAT
2 H,0, 24,0 + 02

13
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e La Glutathion peroxydase (GPx) et la Glutathion réductase (GR)

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries (Sorg,
2004). La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du H,O, en H,O et O, et la réduction de divers hydroperoxydes
lipidiques. Lors de cette réaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en
glutathion disulfure (GSSG) (Ahmad, 1995). Le glutathion disulfure (GSSG) ainsi produit est
a nouveau réduit par la glutathion réductase (GR) utilisant le NADPH comme donneur
d’¢électron (Ahmad, 1995; Mates et al., 1999).

GPx
ROOH + 2 GSH ——ROH + GSSG + H,0
GPx
H,0,+2GSH —+—2H,0 + GSSG
1.4.1.7.2. Antioxydants non-enzymatiques

De nombreuses molécules issues de notre alimentation: vitamines, nutriments,
composés naturels,..., sont considérés comme des antioxydants; notons d’exemples, la
vitamine C, A, E, les oligoéléments et les polyphénols (Gardeés-Albert et al., 2003).

I.5. Activité antibactérienne

1.5.1. Généralités

L'homme vit dans un environnement peuplé de microorganismes qui sont présents dans
I'air, le sol, les eaux douces, les eaux marines, a la surface de la peau et sur les muqueuses
ainsi gu'au niveau du tube digestif, de l'arbre respiratoire et de l'appareil urinaire. Ces
microorganismes sont constitués par les bactéries, les virus, les champignons et les parasites.
Ce sont soit des hotes naturels de I'Homme et donc saprophytes (flore digestive par exemple),
soit ils déterminent une infection et donc pathogénes (Khiati, 1998).

1.5.2. Agents antibactériens

On désigne par agent antimicrobien tout agent chimique, physique ou biologique
inhibant la croissance et/ou la survie des micro-organismes (Asada et al., 1998). Il existe
aussi des agents chimiothérapeutiques, qui inhibent le développement de sa cible ou la tue
tout en étant inoffensif pour I'ndte. Dans ce groupe, on retrouve les antibiotiques, les

antifongiques et les antiviraux (Guillaume, 2000).
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1.5.3. Les antibiotiques
1.5.3.1. Définition
Du grec anti, "contre” et bios, ” la vie” les antibiotiques sont des composés chimiques
ayant la propriété de tuer ou d’empécher la prolifération des micro-organismes pathogénes.
Ce sont des substances produites naturellement par certaines moisissures et bactéries
(Brigitte, 2006).
1.5.3.2. Mode d'action des antibiotiques
Les antibiotiques agissent habituellement soit comme bactéricides (ils tuent les
bactéries) les béta-lactamines, les aminosides, les polypeptides, soit comme bactériostatiques
(ils inhibent la croissance bactérienne et détruisent les bactéries) essentiellement tétracyclines,
phénicols, macrolides (Chetley, 2000).
Ainsi, les antibiotiques ont été classés (Dupont et Drouhet, 1987; Leminor et Veron,
1989) selon leur mode d’action en:
» Antibiotiques inhibiteurs des synthéses du peptidoglycane.
» Antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires.
» Antibiotiques inhibiteurs des syntheses protéiques.

» Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques.

15



Materiel et methodes



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

11.1. Matériel
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1.1.1. Matériel végétal
Les graines et les feuilles de Peganum harmala sont récoltées au mois de Juillet- Adut,

période de maturation, dans la région d’Alhamadiya de wilaya de Bordj Bou Arreridj, située
au Nord-est de 1’ Algérie qui se caractérise par un climat semi- aride sec. L’identification
botanique de I’espece a été faite sur la base de la description des caractéristiques

morphologiques de la plante (figure 4), (Chopra et al., 1960 ; Maire, 1933 ; Ozanda, 1991
; Bruneton, 1999) .

Figure 4 : La plante de Peganum harmala en période de fluorisation
(Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).
Apres séchage & température ambiante et a 1’abri de la lumiére solaire, afin de préserver

au maximum 1’intégrité des molécules, le matériel végétal est broyé grossiérement dans un

moulin électrique pour préparer les extraits (figure 5).

Figure 5 : Les grains de Peganum harmala (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).
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11.1.2. Matériel animal

Des souris blanches des deux sexes méales et femelles sont utilisées pour cette étude,
pesant entre 20 et 40 g provenant de 'institut Pasteur d’Alger. Ils sont hébergés dans des
cages en plastique transparent d’une longueur de 55 cm, d’une largeur de 33 cm et d’une
hauteur de 19 cm. Les animaux ont disposé d’eau du robinet et de nourriture ad libitum, la
litiere est renouvelée trois fois par semaine. Les animaux sont acclimates aux conditions de
I’animalerie de la faculté des sciences de la nature et de la vie — Université de Bordj Bou

Arreridj pendant une période avant 1’expérimentation (figure 6).

Figure 6 : Les animaux pendant I’expérimentation.

11.1.3. Les souches microbiennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées dans 1’essai antibactérien sont les souches
pathogénes : les bactéries a Gram™~ (Salmonella typhimurium, et Escherichia Coli) et les
bactéries a Gram+ (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus).

Les souches bactériennes et fongiques étudiés proviennent du laboratoire de
microbiologie université Sétif conservées a 4 °C dans des tubes a essais contenant de la gélose
inclinée.

11.2. Méthodes

11.2.1. Préparation des extraits de Peganum harmala
I1.2.1.1. L’extrait aqueux

L’extrait aqueux (EAq) est préparé en suivant la méthode décrite par
Mbiantcha et ses collaborateurs (2011), avec quelques modifications. La macération est
faite avec 100g de la poudre des graines dans 11 de I’eau distillée tieéde pendant 3jours. Une
filtration sur coton hydrophile, puis sur papier Wattman N°3 a été effectuée. Pour
I’évaporation de 1’eau distillée, le filtrat est placé dans I’étuve a 45°C jusqu’a I’obtention d’un

extrait, conservé par la suite, a - 4°C jusqu’a son utilisation.
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I1.2.1.2. L’extrait hydrométhanolique (extrait brut)

L’extrait hydrométhanolique (EBr) a été effectuée selon le protocole d’extraction décrit
par Markham (1982) avec quelques modifications .La poudre des graines (50g) est soumis a
une extraction par macération dans le mélange méthanol /eau (85 /15 : v /v) sous agitation
douce pendant 72 heures avec renouvellement de solvant chaque 24 heures a température
ambiante et a ’abri de la lumiére. Apreés filtration sur coton hydrophile, puis & travers le
papier Wattman N°3. Les filtrats sont recombinés puis évaporés (par un rotavapeur, BUCHI)
presque a sec et les résidus finaux ont été mis a sécher dans une étuve a 45°C, jusqu’a
I’obtention d’un extrait sous forme de poudre conservée a - 4°C jusqu’a son utilisation.

11.2.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides dans les extraits
11.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification de ces métabolites est effectuée selon plusieurs méthodes analytiques.
La méthode la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu.
a) Principe

Le réactif Folin-Ciocalteu est constitu¢é d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO1,040). L’oxydation en milieu alcalin du
réactif Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables des composés phénoliques conduit a la
formation d’un meélange d’oxyde bleu. L’intensité de la coloration produite, qui a une
absorbance maximale a 765nm, est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents
dans I’extrait analysé (Georgé et al., 2005).
b) Protocole

Les polyphénols ont été déterminés en spectrophotométrie, en suivant le protocole
réalisé par Li et ses collaborateurs (2007). Briévement, 500ul du réactif Folin-Ciocalteu
(dilué a 10% dans de I’eau distillée) sont ajoutés a 100ul d’extrait avec des concentrations
bien déterminées. Quatre minutes apres, 400ul d’Na,CO3 (75mg/ml), sont additionnées au
mélange réactionnel. Aprés une incubation de 2 heures a température ambiante et a 1’abri de
la lumiére, I’absorbance est lue a 765nm.

La droite d’étalonnage est réalisée par I’acide gallique (0-160pg/ml), en suivant les
mémes étapes de dosage. Les concentrations des composés phénoliques sont déterminées a
partir de la droite de régression de la courbe d’étalonnage. Les resultats sont exprimees en

microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/ mg).
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11.2.2.2. Dosage des flavonoides
La quantification des flavonoides, dans les extraits de Peganum harmala, a été effectuee
par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3), en suivant le protocole de (Bahorun et
ses collaborateurs (1996).
» Principe
La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure d’aluminium et les
groupements hydroxyles (OH) des flavonoides produise un complexe de couleur jaune ayant
une absorbance maximale a 430nm (Ababsa, 2009).
» Protocole
A 500p1 d’échantillon, 5001 de la solution d’AICI3 (2% dans de 1’méthanol) est ajouté.
Aprés 10min d’incubation, a température ambiante et a I’abri de la lumicre, les absorbances
sont mesurees par le spectrophotomeétre a 430nm.

La gamme d’étalonnage de quercétine (0-40pg/mg) est établie. La quantité des flavonoides
est déterminée a partir de la droite de régression des droites d’étalonnages. Les résultats sont
exprimés en microgramme équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ /mg).

I1.2.3. Evaluation de I’effet toxique de plante
I1.2.3.1. Evaluation de D’effet toxique d’extrait hydrométhanolique (brut) de Peganum
harmala

Afin d’évaluer D’effet toxique subaigu des extraits de Peganum harmala, une
détermination de I’effet toxique aigu est nécessaire, en mesurant la dose 1étale 50 (DL50).
11.2.3.1.1. Evaluation de la toxicité aigué

La toxicité aigué de I’extrait hydromeéthanolique de Peganum harmala a été estimée en
utilisant la méthode décrite par Tahraoui et ses collaborateurs (2010), qui consiste a répartir
les souris, en 6 lots de 6 animaux (males et femelles). L’un des lots est utilis¢é comme témoin
(recevant de 1’eau distillée) alors que les autres lots ont été traités, chacun, par une dose
unique d’extrait hydrométhanolique de Peganum harmala.

L’administration a été effectuée par gavage orale aux doses suivantes (100 /200 /320
/500 /700 mg/kg du poids corporel). Aprés I’administration de 1’extrait, les souris sont
surveillées en permanence dans la premiére, 6°™ et 24°™ heure aprés le traitement, pour toute
mortalitt ou changement de comportement. Ces signes de la toxicité ont été suivis
quotidiennement pendant 14 jours. Dans le 15éme jour, le nombre des animaux morts est

calculé et transformé en probit.
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Quelques parameétres étudiés
11.2.3.1.2. Détermination de la DL50 de P’extrait hydrométhanolique de Peganum
harmala

La DL50, exprimée en mg/kg du poids corporel, est déterminée par la méthode
graphique de Miller et Trainer, (1944) décrite par Randhawa en 2009 et par la méthode de
calcul de Dragstedt et Lang, (1957) cité par EI Allaoui et ses collaborateurs (2011).

e Méthode graphique (Miller et Trainer 1944)

Dans cette méthode, les pourcentages de la mortalité des souris doivent &tre convertis
en unités probits. La DL50 est donc déterminée a partir de la droite exprimant le taux de
mortalité des souris (en unités probits) en fonction du logarithme de la dose administrée
(mg/kg de poids corporel). La DL50 représente 1’abscisse du point correspondant a 5 unités
probits. Pour calculer 1’écartype de la DL50, il suffit de déterminer les doses correspondantes
aux 16% et 84% de mortalité.

» Prélévement du sang, analyses biochimiques

A la fin de la durée du traitement, les souris ont été anesthésiées légerement avec de

chloroforme. Les prélevements sanguins ont été réalisés chez les souris anesthésiées.
L’échantillon du sang est récupéré dans deux tubes, 'un contenant ’EDTA et 1’autre
I’héparine. Les tubes EDTA ont été, immédiatement, usées pour les analyses hématologiques,
alors que les tubes héparinés ont été centrifugés a 4000rpm pendant 10min et le sérum obtenu
est conservé a -20°C jusqu’a leur utilisation pour les analyses biochimiques.

» Parametres biochimiques

Les parametres sériques suivants : Créatinine, Acide urique (AU), Alanine
aminotransférase (ALAT), Aspartate aminotransférase (ASAT), Phosphatase alcaline (PAL),
ont éte testés au niveau du Laboratoire Central de I’Hopital de bordj Bou Arrerid;.
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» Réalisation des coupes histologiques

Apres le sacrifice des souris, les organes vitaux (cceur, foie, reins, rate) ont été déplacés,
lavées avec de l’eau physiologique, pesés et fixés dans le formol 10% jusqu’au leurs
utilisation dans les coupes histologiques. Un examen macroscopique des organes est effectué,
avant leur fixation, pour noter tout changement de couleur ou de forme des organes.

La réalisation des coupes histologiques incluant la déshydratation des tissus, I’inclusion et la
coupe, est effectuée au niveau du Laboratoire d’ Anatomie Pathologique L hdpital de BBA).
Les coupes de Sum d'épaisseur sont étalées sur des lames, séchées pendant une heure a 37°C,
réhydratées et colorées a I'hématoxyline-éosine (Bensalem-bendjelloul, 1998).

11.2.3.1.3. Analyses statistiques

Les valeurs sont exprimées en moyenne + la déviation standard (Moyenne + SD). Les
résultats des différents tests sont analysés par le test-t de Student pour les comparaisons
simples, et ANOVA a un seul facteur suivie du test de Tukey pour les comparaisons
multiples. Les valeurs de p inférieur a 0.05 (p<0.05) sont considérées statistiquement
significatives. La corrélation fait par la régression linéaire est exprimée par le coefficient de
corrélation (R2). La comparaison des moyennes et des variances est déterminée grace au
Graphpad Prism version 7.0.

11.2.4. Activités biologiques de la plante
11.2.4.1. Test d’activité anti-inflammatoire

11.2.4.1.1. (Edéme de ’oreille induit par le xylene chez la souris

Pour évaluer I’effet anti-cedémateux des extraits aqueux et hydrométhanolique, I’cedéme
de I’oreille est induit par le xyléne selon la méthode de Rotelli et ses collaborateurs (2003) ;
quatre groupes de souris sont utilisés dans ce test :

Les souris des groupes traités recoivent 50 mg/kg d’extrait aqueux et
hydrométhanolique 10 mg/kg de diclofénac (anti-inflammatoire de référence) respectivement
par voie orale (figure 7), une heure avant I’induction de I’cedéme alors que les souris du
groupe témoin recoivent 1 ml d’une solution de NACL 0,9%. L’cedeme de 1’oreille est induit
par I’application topique de 30ul de xyleéne sur la face dorsal de ’oreille droite de chaque
souris des 4 groupes a 1’aide d’une micropipette (figure 8). Toutes les souris sont sacrifiées,
I’épaisseur de ’oreille est mesurée une heure apreés 1’induction de I’inflammation par le
chloroforme, des disques de 0.5 cm de diametre des oreilles ont été préleveés, (Delaporte et
al., 2004).
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Le poids de chaque oreille (gauche et droite) est pesé par la balance de précision. La
différence de I’épaisseur apres 1’application du xyléne est calculée le pourcentage d’inhibition
de I’cedéme est défini par rapport au groupe témoin selon la formule suivante :

% d’inhibition = (n témoin —n traité/n témoin) x100

N = poids d’cedéme.

Figure 7 : Administration du traitement. Figure 8 : Application du xylene.

11.2.4.2. Evaluation de I’activité antioxydante des différents extraits

11.2.4.2.1. Effet piégeur des extraits contre le radical DPPH
a) Principe

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus & partir des graines de Peganum harmala
est évaluée en mesurant leurs capacités de piéger le radical DPPH. La réduction du radical
DPPH, ayant une couleur violette foncée, par les groupements hydroxyles des antioxydants
présents dans les extraits, conduisant a la formation d’un composé stable d’une couleur jaune.
La couleur violette foncée, mesurable a 517nm, est inversement proportionnelle a I’activité

anti-radicalaire de I’extrait (figure 9) (Locatelli et al., 2010).

Q Q ¢
N—rﬁb—moz + Antioxydant-OH ————» —Ebfmz + Antioxydant-O"

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

Figure 9 : La réduction du radical DPPH (Popovici et al., 2009).
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b) Protocole

Dans ce test, la solution de DPPH est préparée par solubilisation de 0,4mg de DPPH
dans 100ml du méthanol au jour de la manipulation. 375ul des extraits ou des standards (acide
ascorbique ,quercitine) sont ajoutés a 125ul de la solution de DPPH. Le mélange réactionnel
est laiss€ a I’obscurité pendant 30min et I’absorbance est mesurée a 517nm (Burits et Bucar,
2000). L’effet piégeur est estimé selon 1’équation ci-dessous :

Activiteé anti-radicalaire (%) = [(A contrdle — A échantillon) / A contrdle] x 100
11.2.4.2.2. Réduction des ions métalliques (pouvoir réducteur)

Le pouvoir réducteur des extraits ont été déterminés par la méthode d’Oyaizu, 1986.
250ul de différents concentrations d’extraits ont été mélangés avec 250ul de tampon
phosphate (2M, Ph 6,6) et 250l de 1% de ferricyanure de potassium .Les mélanges ont été
incubés pendant 20 min & 50 °C dans un bain marie. Aprés incubation 250ul d’acide
trichloroacétique a 10% ont été ajoutés aux mélanges, suivie d’une centrifugation a 3000 x g
pendant 10 min .250 pl d’eaux distillées et 100ul de 0,1% de chlorure ferrique et 1’absorbance
dans la résultante solution ont été mesurée a 700 nm.

L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de la
réduction de fer. En utilisant un blanc sachant que I’extrait est remplacé par du méthanol.
11.2.4.3. Détermination de I'activité antibactérienne (diffusion en milieu gélosé)

« Les souches bactériennes testées

Le matériel microbiologique est constitué de 6 souches bactériennes. Ce sont des
bactéries a Gram positif et a Gram négatifs pathogénes pour I’homme, Elles proviennent du
laboratoire de microbiologie appliquée de 1’université de Sétif-(Algerie). Les souches
bactériennes sont : Escherichia coli G+, Bacillus cereus G-, Salmonella typhimurium G-,
Staphylococcus aureus G+, Proteus mirabilis G- et Micrococcus luteus G+.

* Milieux de culture

Le milieu de culture utilise pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne de 1’extrait
aqueux et brute de Peganum harmala : Mueller-Hinton.
« Antibiotique

Afin de comparer les effets antibactériens des extraits secs de Peganum harmala avec
ceux des antibiotiques, on a utilisé Gentamycine et Ciprofloxacine comme standards pour la

comparaison entre leurs effets antibactériens et celui des extraits de Peganum harmala.
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» Mode operatoire

L’activité antibactérienne in vitro des différents extraits de Peganum harmala a été
étudiée par la méthode de diffusion sur disque contre : Escherichia coli G+, Bacillus cereus
G-, Salmonella typhimurium G-, Staphylococcus aureus, proteus mirabilis G-, Micrococcus
luteus G+. En utilisant la gélose de Mueller-Hinton.

Activité chélatrice (%) = [(Ac - At) / Ac] x100

Selon le protocole décrit par Yollande., (2009) I'inoculum a été ensemencé a l'aide
d’un écouvillon stérile sur toute la surface du milieu, préalablement trempé dans la suspension
microbienne, et déchargé au maximum, sur la totalité de la surface gélosée en stries serrés.

L’opération a été répétée deux a trois fois, en tournant la boite & chaque fois sans
oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie du milieu. Les disques de papier Wattman n°1 de 6 mm de
diametre, stériles (stérilisation a 121°C pendant 15 min par autoclavage) imprégnés d’extraits
(10 pl) sont déposés délicatement sur la surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince
stérile (Dulger et Gonuz, 2004 ; Rota et al., 2008).

Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures et le diamétre de la zone
d’inhibition est mesurée en mm. Un produit est considéré actif, si le diamétre de la zone
d’inhibition est supérieur a 9 mm.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques
(ttmoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les
résultats des extraits testés. Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24
heures a 37°C.
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111.1. Résultats
111.1.1. Rendement d’extraction

Les rendements ont été calculés en utilisant la formule suivante : déterminé par le
rapport :

Masse de I’extrait obtenu
% Rendement = ----------mmmmm o x 100
Masse de la matiére végétale seche
Les rendements obtenus pour les différents extraits sont représentés dans le tableau I.

Tableau | : Rendement d’extraction de 1’extraits aqueux et hydrométhanolique.

Extrait Aqueux hydrométhanolique (EBr)
Rendement % 8,37 +1 ,33% 21.53 = 3%

Les résultats montrent que le rendement d’extrait hydrométhanolique est la plus élevée
(21,53%) comparant a celui de I’extrait aqueux (EAQ 8,37%).
111.1.2. 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 l'acide gallique comme standard
(Figure 10), la quantité de polyphénols totaux a été exprimée en ug 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 [’absorbance est étroitement corrélée a la

concentration de l'acide gallique utilisée dans la gamme d’étalonnage, R2 = 0,9977.

1.8

16 y = 0.0105x + 0.0244
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Figure 10 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique.
La teneur en polyphénols de différents extraits de Peganum harmala sont présentés

dans la (figure 11).
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Figure 11 : Teneur en polyphénols des extraits de Peganum harmala.

A partir de ces résultats, on apergoit que 1’extrait hydrométhanolique est la plus riche en
polyphénols que I’extrait aqueux, (104,15ug EAG /mg ; 59,26 pug EAG /mg) respectivement.
111.1.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICl3), en adaptant la méme procédure utilisée pour I’établissement de la courbe
d’étalonnage, en remplacant la quercitine par des dilutions des extraits jusqu'a une
concentration appropriée.

La teneur en flavonoides est exprimée en pg d'équivalent de quercitine par mg d’extrait
(ng EQ /mg d’extrait). En utilisant les valeurs des absorbances obtenues pour les différentes

solutions de Quercetine ainsi préparées nous avons tracé la courbe d’étalonnage (Figurel?2).
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Figure 12 : Droites d’étalonnage de la quercétine.
La teneur en flavonoides de différents extraits de Peganum harmala sont presentés dans

la figure 13.
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Figure 13 : teneur en flavonoides des extraits de Peganum harmala.

Selon les résultats de figure 13, la teneur en flavonoides totaux dans 1’extrait
hydrométhanolique (29.13 pug EQ / mg) est la plus grande que ’extrait aqueux (15.74 ug
EQ/mg)

111.1.4. Effet toxique d’extrait hydrométhanolique (brut) de Peganum harmala (toxicité
aigle)

111.1.4.1. Observations cliniques et de survie

Aprés I’administration orale d’extrait methanolique des grains de Peganum harmala a
des doses croissantes, des observations ont été étendue au long de la durée d’étude de la
toxicité aigué (14 jours), pour déceler les effets retardés de I’extrait methanolique les signes
cliniques et de mortalité apparus chez les souris de chaque groupe ont été suivis
continuellement pendant une heure aprés I’administration orale d’extrait. Le lot témoin
(Og/kg), contenant les souris gavées par 1’eau physiologique, n’a montré aucun signe de
toxicité immédiat ou de mortalité. Cependant, la prise des différentes doses des extraits des
graines de Peganum harmala, par voie orale, a provoquée des changements plus ou moins
graves dans I’activité physique et le comportement des souris qui peuvent aller jusqu’a la
mort. Le tableau 11, (Figure 14) résume I’ensemble des troubles enregistrés au cours de cette
experience.

Tableau Il : L’effet toxique des extraits de Peganum harmala sur le comportement des

animaux et le taux de mortalité.

Doses (mg/kg) | Mortalités Signes de toxicité

700 5/6 Vibration, somnolence, hypoactivité, isolement

redressement des poils, perte d’équilibre.

500 5/6 Vibration, hypoactivite, difficulté de respiration.
320 1/6 Vibration, redressement des poils, yeux saillant.
200 0/6 Redressement des poils, yeux saillant, isolement.
100 0/6 Isolement, tremblements du corps, redressement des poils.
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Figure 14 : L’effet toxique de I’extrait hydrométhanolique sur le comportement des animaux.
A : redressement des poils, B : somnolence, C : hypoactivité des animaux traités, D : activité
des animaux témoins.

111.1.4.2. Evolution pondérale

Les résultats de 1’évolution pondérale des poids des animaux des groupes traités et non
traités sont présentés dans le tableau ci-dessous.

En comparaison avec le poids corporel avant le traitement, une faible augmentation du
poids a été notée, au bout de 14 jours, chez les témoins ainsi que chez ceux traités par les
doses respectives de 100, 200, 320, 500 et 700 mg/kg. Toutefois, une différence est observée
entre le témoin et les groupes traités, le poids des animaux traités a des doses de 200, 320 et

500 mg/kg reste supérieur a celui des animaux de groupe témoin (tableau I11).
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Tableau 111 : Poids corporel des souris traités par 1’extrait hydrométhanolique de Peganum
harmala.

Lots PC avant traitement PC apres 14 jours

témoin 28,1940,67 29,08+1,01

L1 32,66%0,90 30,30+1,10

L2 27,95+1,15 29,04+0,50

L3 26,22+0,14 26,37+£0.73

L4 27,18+0,46 29,16+1,06

LS 29,58+1,76 29,52+0,58

Chaque valeur représente la moyenne + SD, et les résultats sont exprimés en (g). * : p< 0.05 ;
(t-test de Student).

111.1.4.3. Détermination de la DL50

Afin de déterminer la DL50 des extraits de Peganum harmala, cinq doses ont été
choisies y compris le groupe témoin et la DL100. La premiére dose est définie comme étant la
plus forte dose dans laquelle tous les animaux gavés survivent, alors que la deuxieme est la
plus faible dose qui conduit a la mort de tous les animaux de I’expérience. Le taux de
mortalité observé au cours de ces expériences (exprimé en pourcentage) est reporté dans le
tableau IV.
Tableau IV : Transformation en pourcentage du nombre des souris mortes apres

I’administration d’une prise unique de I’extrait hydrométhanolique de Peganum harmala .

Lot N des souris Dose % de mortalité
1 6 700 50
2 6 500 50
3 6 320 16,6666667
4 6 200 0
5 6 100 0

Deux méthodes ont été utilisées pour la détermination de la DL50 de I’extrait
hydrométhanolique des graines de Peganum harmala : La méthode de Miller et Trainer dite
méthode graphique, et la méthode de Dragstedt et Lang ou méthode de calcul.

* Méthode graphique
Cette méthode consiste a convertir les pourcentages des animaux morts dans chaque lot

en unités probits (Tableau V).
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Tableau V : La conversion en unités probits du pourcentage de mortalité et la correction des

pourcentages.
Lot Dose Log dose % de mortalité Probits
1 700 2.8451 50 5
2 500 2.6990 50 5
3 320 2.0000 16,6666667 4,032578434
4 200 2.3010 0 /
5 100 2.5051 0 /

La droite qui donne la mortalité (exprimés en unités probits) en fonction du logarithme
la dose administrée (exprimés en g/kg du poids corporel) a été tracée, et la détermination de la
DL50 est effectuée en utilisant 1’équation de la droite de régression (Figure 15) : elle
représente 1’abscisse du point correspondant a 4 unités probits (50% de mortalité).
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Figure 15 : Droite exprimant le taux de mortalité dans chaque lot (unités probits) en
fonction du logarithme de la dose (g/kQ).

Donc, la DL50 exprimée en Moyenne, est : DL50 = 585 mg/kg.

111.1.4.4. La masse relative des organes

Apres le sacrifice des animaux a la fin de I’expérience, un examen macroscopique a été
réalisé pour les différents organes prélevés. On a observé que la taille, la forme, la couleur
ainsi que le poids des organes vitaux (reins, foie, rate, et cceur) des souris. Ceci est bien
élucide apres la détermination de la valeur de la masse relative pour chaque organe (Tableau
V1.
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La variation de la masse relative des différents organes des souris traitées par 1’extrait
hydrométhanolique des graines de Peganum harmala en comparaison avec des souris de lot
témoin, a montré une augmentation significative (p< 0.05) du poids des organes (foie, cceur,
reins et de rate) chez les animaux traitées par les doses 500 et 700mg/kg. On a enregistré aussi
une diminution significative ( p< 0.05) de la masse relative du cceur, reins et rate pour les
doses 100, 200 et 320 mg/kg par rapport au témoin.

Tableau VI : Les valeurs de la masse relative calculée pour chaque organe.

Foie Cceeur Reins Rat
Témoin 1.488+0.317 0.178+0.031 0.205+0.009 0.159+0.052
Lot
1.97923+3.21964 2.134+0.954 3.565+4.635 2.195+2.4468
1(700mg /kg)
Lot2
1.463067+3.21964 1.45600+0.954 1.820833+0.236 1.28433+1.4303
(500mg/kg)
Lot 3 (320
1.436+0.113 0.147+0.022 0.154+0.005 0.138+0.025
mg/kQg)
Lot 4(200
1.580+0.212 0.192+0.030 0.170+0.001 0.150+0.025
mg/kQg)
Lot
1.541+0.157 0.150+0.012 0.170+0.003 0.138+0.043
5(100mg /kg)

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, p< 0.05 comparant au témoin (t-test de
Student).

111.1.4.5. Effet sur les parameétres biochimiques
L’étude des parametres biochimiques sériques pour 1’évaluation de 1’état du foie et des reins
des souris traitées par 1’extrait hydrométhanolique de Peganum harmala a montré des
augmentations significatives d’ALAT, d’urée et de PAL sont observées pour le lot traité avec
la premiére dose par rapport au témoin ; * Significative p< 0.05, ** Hautement Significative
p< 0.01, *** Tres hautement Significative p<0.001 (Figurel6), (Figure 17).
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Figure 16 : Effet aigiie de I’extrait hydrométhanolique (brut) du Peganum harmala (100,
200, 320,500 et 700 mg/kg) sur quelques parametres biochimiques sériques (ASAT, ALAT,
PAL, Créatinine). Les résultats sont exprimés par moyenne + SEM. * Significative p< 0.05,
** Hautement significative p< 0.01, *** Trés hautement significative p<0.001. ™ p> 0.05
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Figure 17 : Effet aigiie de I’extrait hydrométhanolique du Peganum harmala (100, 200,
320, 500,700 mg/kg) sur le parametre biochimique sérique (Uree). Les résultats sont exprimés
par moyenne £ SEM. * Significativem p< 0.05. ** Hautement significative p<0.01. *** Tres

hautement significative p<0.001. ™ p> 0.05.
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111.1.4.6. Examen histologique

L’observation macroscopique des organes (le cceur, le foie, les reins et la rate) n’a
révélé aucune anomalie morphologique et/ou présence d’hémorragie qui pourrait étre dies a
I’administration d’extrait hydrométhanolique des grains de Peganum harmala.

L’examen histologique, du cceur, foie, reins et de la rate n’a montré aucune pathologie
caractéristique, ni anomalie dans l’architecture des cellules par rapport aux témoins. Par
contre au niveau des reins, nous avons mis en évidence la présence d’une ischémie
glomérulaire et nous avons aussi noté la présence d’une nécrose tubulaire focale, les coupes
histologiques du foie ont montré une surcharge hépatocytaire au niveau des hépatocytes ou
elles apparaissent sous une forme agrandie avec un cytoplasme tres étalé (figure 18).

500

mg/kg
TV

Figure 18 : Microphotographie de cceur (A), foie (B), rate (C), reins (D) des souris

traités aux doses 500 et 700 mg/kg et des souris témoins Coloration éosine hématoxyline. X40
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111.1.5. Activité anti-inflammatoire in vivo de I’extrait de Peganum harmala

111.1.5.1. Effet des extraits sur I’eedéme de D’oreille induit par le xylene chez la
souris

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits, l'eedéme de l'oreille de souris
induit par le xyléne a été utilisé. Ce modele, consiste en 1’application locale de 30 pl de
xylene pur sur l'oreille droit de la souris, qui aprés une heure provoque une inflammation
caractérisee par le développement rapide d'un cedéme, ce dernier atteint son maximum au bout
d'une demi-heure (Lua et al., 2006).

La réponse cedémateuse est ensuite quantifiée par mesure de I'épaisseur de l'oreille, (des
disques de 0.5 cm de diametre des oreilles ont été préleves).

Les souris du groupe témoin (groupe non traité) ont recu par voie oral, 1 ml de sérum
physiologique (véhicule) et les deux groupes traités par les extraits brut et aqueux, une heure
avant I’application du xyléne ont développé au bout d’une heure un cedéme caractérisé par

une augmentation de 1’épaisseur de 1’oreille (figure 19).
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Figure 19 : Poids d’cedéme de groupe traité et groupes non traitées *significative p<0.001.
™ p>0.05.

L’administration de 10 mg/Kg de diclofinac par voie orale une heure avant I’induction
de I’cedéme provoque une diminution significative (p< 0.05) de I’cedéme de 1’oreille comparé
a celui des souris du groupe témoin. L’cedéme de I’oreille a été ainsi réduit d’environ 73,81%
par rapport aux souris du groupe témoin, (Tableau VII).

Le traitement des souris par 1’extrait hydromeéthanolique de Peganum harmal par voie
orale induit une atténuation significative (p<0.05) de I’inflammation par rapport aux souris du
groupe témoin, cette inhibition est de 58,33 % ; pas de différence significative entre le groupe

traité par 1’extrait hydrométhanolique et le groupe de référence (diclofinac).
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Le traitement par I’extrait aqueux provoque une réduction significative (p<0.05) de
I’inflammation. Comparé au témoin, cette inhibition est de 35,72 % ; la comparaison de I’effet
antinflammatoire de I’extrait aqueux avec le médicament de référence (diclofinac) n’a montré
aucune différence significative entre les deux traitement.

Tableau VII : pourcentage d’inhibition d’cedéme induit par le xyléne.

Témoin Référence MeOH AQ

4.1 0.8 2.3 6.2

1.7 1.2 2 2

3.1 1.6 2.2 4

10.3 3 4 4

2
Moyenne 6.3 1.65 2.625 4.05
% / 73.8095238 58.3333333 35.7142857

111.1.6. Activité anti oxydante
111.1.6.1. Inhibition du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus a partir des graines de Peganum harmala
a été faite en comparaison avec celle d’autres antioxydants tels que ’acide ascorbique et le
quercitine, et a été exprimée en IC50. Ce parametre est défini comme étant la concentration
efficace de I’extrait capable de piéger 50% des radicaux DPPH dans le mélange réactionnel,
plus la IC50 est faible est plus I'antioxydant est puissant.

D’apres les résultats on remarque que les différents extraits de Peganum harmala de
piegent les radicaux DPPH avec des IC50 de 95.39, 152.86 pg/ml pour EBr, EAq,
respectivement (Figure 20) (Figure 21). Une activité qui reste toujours tres inférieure a celles

des standards : I’acide ascorbique (1.0121ug/ml) et le quercitine (0.76267ug/ml).
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Figure 20 : Les IC50 des différents extraits et de standard (Acide ascorbique).
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Figure 21 : Les IC50 des différents extraits et de standard (quercitine).
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Figure 22 : L’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations des

extraits de Peganum harmala avec les standards.

111.1.6.2. Pouvoir réducteur

C’est un test rapide, reproductible et facile a exécuter pour évaluer I’activité

antioxydant. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique

Fe3* en fer ferreux Fe2*. La puissance de réduction est un des mécanismes antioxydants.
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Dans notre travail, nous avons opté pour tester les différents extraits pour la plante
étudiée. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Les
résultats représentés dans les figures 23 nous a montré que la capacité de réduction est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos échantillons.
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Figure 23 : pouvoir réducteur des extraits et des standards
Les résultats montrent que les extraits de Peganum harmala possédent un pouvoir
réducteur remarquable, concentration-dépendante, tandis que le quercetine et 1’acide

ascorbique montrent une activité réductrice maximale & 40 pg /ml (figure 24), (figure 25).
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Figure 24 : pouvoir réducteur de quercitine
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Figure 25 : pouvoir réducteur d’acide ascorbique

111.1.7. Activité antibactérienne des extraits de Peganum harmala

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits de Peganum harmala
par la méthode de diffusion sur disque en utilisant un milieu gélose solide, Mueller-Hinton
pour les bactéries. L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diametre
de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de six germes
pathogénes (bactéries a Gram + et a Gram -).

Le screening des propriétés antibactériennes des extraits hydrométhanolique et aqueux,
réveéle que ces des extraits possédent une activité antibactérienne vis-a-vis de ’ensemble des
souches testées avec une légere différence de sensibilité entre les bactéries gram+ et gram-.

Les résultats sont exprimés par des diamétres de zones d'inhibition exercées par les
différentes concentrations des extrais et les antibiotiques standards utilisé (Gentamycine et
Ciprofloxacine), en se basant sur les résultats obtenus, on observe que les zones d’inhibitions
sont augmentées avec une élévation des concentrations des extraits (100,200/300mg/ml). En
plus tous nos extraits sont efficaces contre toutes les souches bactériennes examinées (Gram -,
Gram +).

L’extrait hydrométhanolique a montré des zones d’inhibitions variant de 10.67 & 19 mm
pour 300 mg/ml, de 8 a12 mm pour 200 mg/ml et de 7 a9.67mm pour 100 mg/ml (Tableau
VIII).
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Tableau VIII : Diamétre des zones d’inhibition (en mm) de différentes concentrations d’EBr

(mg/ml). Moyenne £ SD. e Résistante (-) : diamétre < 8mm ¢ Modérément sensible (+) :

diameétre compris entre 8 et 14mm. ¢ Sensible (++) : diametre compris entre 14 et 20mm. ¢

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

EBr (Cil: (C2: (C3: Gentamycine | Ciprofloxacine
300mg /ml) | 200mg /ml) | 100mg/ml)

Bacillus 12.33+£2.31 8+0.00 7.670.58 28.00+1.00 31.00+1.00
Proteus 13.67+1.53 | 9.67+2.31 81.00 28.00£1.00 24.00£1.00
Salmonella 19+1.00 10.67+0.58 70.00 21.00+0.00 29.33+0.58
E. coli 18+3.46 12+1.00 12+1.00 21.67+£1.15 19.33+0.58
Staphylococus | 15+1.73 10+1.73 10+1.73 30.00+0.00 32.33+0.58
Micrococcus | 10.67+0.58 9+0.00 9+0.00 30.33+1.53 30.00+1.00

En plus, on a marqué pour ’EAQ des zones inhibitions varient de 13,67a 16mm pour
300 mg/ml, de 11a13, 33 mm pour 200 mg/ml et de 7 a10, 33 mm pour 100 mg/ml.

(Tableau IX). Il n’existe pas une différence significative entre EBr et EAq contre les souches

testées.

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

(mg/ml). Moyenne + SD.

EAQ (Cl: (C2: (C3: Gentamycine | Ciprofloxacine
300mg /ml) | 200mg /ml) | 100mg/ml)

Bacillus 15.00+1.00 | 13.33+1.15 | 8.33+1.53 28.00£1.00 31.00£1.00
Proteus 16.00+£1.00 | 13.33+0.58 R 28.00£1.00 24.00£1.00
Salmonella 15.00+£1.00 | 12.67+1.53 | 10.33+0.58 | 21.00+1.00 29.33+0.58
E. coli 14.33+0.58 | 11.00+2.00 | 7.00+0.00 21.67+1.15 19.33+0.58
Staphylococus | 13.67+1.53 | 11.33+0.58 | 7.67+0.58 | 30.00+0.00 32.33+0.58
Micrococcus | 15.67+0.58 | 13.00+1.00 | 7.00+0.58 30.33+1.53 30.00£1.00

L’extrait hydrométhanolique de Peganum harmala, présent un effet inhibiteur tres

important sur la croissance de Salmonella (figure 26), cette effet est presque similaire a celui

de Ciprofloxacine.
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Figure 26 : Zones d’inhibition de la croissance de salmonella induites par 1’extrait
hydrométhanolique et Ciprofloxacine.

» Extrait hydrométhanolique : On a choisies la souche Salmonella pour présenter
notre résultat ; ’extrait hydrométhanolique de Peganum harmala, présente un effet
inhibiteur trés important sur la croissance de salmonella. Cet effet avait diminué
graduellement avec la diminution de concentration (300 ; 200 ; 100 mg/ml) (figure
27). Comparativement avec le témoin, qui présent une croissance normale de la

souche, et qui contient le DMSO a la place de I’extrait.

Figure 27 : inhibition de la croissance de Salmonella vis-a-vis les concentrations de
I’extrait hydrométhanolique.

On remarque que le diamétre des zones d’inhibition au tour les disques diminue avec la
diminution de concentration en extrait hydrométhanolique. Pour la souche E. Coli a300mg/ml
le diamétre d’inhibition est de 18 mm a (200 ; 100 mg/ml), le diamétre d’inhibition est de
(12 ; 12 mm) respectivement.

> Extrait aqueux : L’extrait aqueux de Peganum harmala présente un effet inhibiteur

de la souche Proteus pour les deux premiers concentrations (300, 200 mg/ml) testés

en extrait (figure 28).
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Figure 28 : inhibition de la croissance de Proteus vis-a-vis les concentrations de I’extrait
agqueux.
L’extrait aqueux de Peganum harmala présente un fort effet inhibiteur de la souche
Micrococcus et, Bacillus) avec un diamétre de (15.67 et 15 mm) respectivement. Par contre
pour la concentration 100mg/ml en remarque un effet trés faible sur I’inhibition des souches

(Staphylococcus, Bacillus, E. Coli) avec un diamétre de (7.67 / 7 / 7 mm) respectivement.
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I11.2. Discussion générale

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a occupé une place importante
dans la recherche biomédicale. Egalement une telle thérapie prévient I’apparition des effets
secondaires observés lors de 'utilisation des médicaments de synthése chimique.

Peganum harmala, est 1’'une des plantes les plus utilisés en médecine traditionnelle,
(Ghaouas,2014) ,cette plante largement représentée dans les régions aride et semi arides du
globe (Bruneton.1994).Est trés utilisé pour traiter différents troubles: Digestifs,
Gynécologiques, Infectieux, Cutanés. ..etc (Hazard, 1950).

cette plante est riche en substances bioactives parmi ces substances on trouve les
alcaloides, polyphénols et flavonoides 1’extraction a partir des graines de Peganum harmala
indiguent que cette plante contient une teneur remarquable de composés extractibles d’EBr et
EAQ (21,53%/8,37%) respectivement (Kar, 2007).Dans une autre étude réalisée par
Rezzagui (2012) sur la méme espéce, un rendement de 20.18% 8,66% pour EBr, EAQ,
respectivement) a été trouvé .Ce dernier est proche a nos résultats.

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que
les conditions dans lesquelles ’extraction a été effectué (a chaud ou a froid), affectent le
contenu total, par conséquent, les activités biologiques médiées par ces métabolites (Lee et al
., 2003).

Les polyphénols sont des molécules organiques considérés comme quasi universels des
végétaux ; ils sont issus du métabolisme secondaire. Ils prennent une importance croissante,
notamment grace a leurs nombreux effets bénéfiques sur la santé, ils constituent les principes
actifs de nombreuses plantes médicinales, les composes phénoliques jouent un réle important
dans la qualité organoleptique des fruits et légumes (Dehak , 2013).

Les résultats de dosage des polyphénols totaux montrent que D’extrait
hydrométhanolique est 1’extraits le plus riche avec 104,15 pg EAG /mg de grains sec suivi de
I’extrait aqueux 59,26ug EAG/mg de grains sec.

Une étude qui a été réalisés par Razzagui, (2012), a montrer que la teneur en
polyphénols des différents extraits est de I'ordre décroissant ; hydrméthanolique 16,09 mg,
EAqQ 10,87 mg donc ces résultats supérieurs que celle trouvé dans celle trouvée dans notre
étude.

Ces metabolites secondaires ont un réle principale a la vie de plante, a la défense contre
les agressions ; principalement les moisissures et les bactéries phytopathogénes et la

protection contre les rayonnements UV (sarni-Manchado et Cheynier ,2006).
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L’activité antioxydante des polyphénols est reconnue et pourrait expliquer leur réle
potentiel dans la prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif, telles que le
cancer les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives .lls font partie intégrante de
I’alimentation humaine et animale (Manamallah, 2012).

Les flavonoides appartiennent a la famille des polyphénols, ce sont des molécules
aromatiques polysubstituées ayant un réle de métabolites secondaires chez les plantes, ces
composé sont réputés pour leur caractére antioxydant, neutralisent les radicaux libres et
limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de maladies. Ils sont donc a 1’origine
d’effets physiologiques bénéfiques pour 1’organisme humains (Ghada ben rhouma, 2013),
ils peuvent étre considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a c6té des
chlorophylles et caroténoides (Wichtl et Anton, 2009).

Les dosages de ces substances bioactives de nos échantillons ont montrés que I’extrait
hydrométhanolique et le plus riche en flavonoides avec une teneur de 29.13ug/mg que
I’extrait aqueux (15.74ug/mg) .La teneur en flavonoide des extraits de Peganum harmala sont
relativement identique a ceux trouvés par Khlifie et al., (2013) de 30,32ug /mg /17,41ug /mg
d’EBr et EAq respectivement .

La différence dans la teneur en composés phénolique peut étre attribuée a plusieurs
facteurs a savoir la méthode d’extraction et la méthode de quantification. Par ailleurs, les
facteurs climatiques et environnementaux (la zone géographique et la sécheresse), la période
de la récolte et le stade de développement de la plante peuvent également influencer sur la
teneur en polyphénols et en flavonoides (Locatelli et al ., 2010).

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

systémes biologiques, y compris ses effets toxicologiques.
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La carte clinique des souris de deux sexes traités par I’extrait hydrométhanolique (brut)
s’est caractérisée par une excitabilité, tremblement, une respiration accélérée, des yeux
saillants. Les signes rapportés concordent parfaitement avec ceux décrits dans la littérature par
Mahmoudian et al. (2002); Lamchouri et al. (2002) indiquant que tous les animaux
domestiques sont susceptibles d'étre empoisonnés par cette plante, les symptémes enregistrés
comprennent des troubles digestifs tels que hyper-salivation, vomissements et diarrhée, tandis
que les syndromes nerveux sont I'excitabilité, le tremblement, la respiration accélérée, la perte
d'agitation de coordination et dans certains cas la paralysie. Ces effets sont expliqués par
I’action anticholinergique centrale des alcaloides B-carbolines (Hammiche et Merad, 1991).
Selon Aarons et al. (1977), harmane, harmine et harmaline exercent aussi un blocage direct
des récepteurs cérébraux GABA énergiques et donc de leur médiation inhibitrice, produisant
un effet stimulant qui serait responsable de I'élévation du tonus musculaire et au maximum de
convulsions. En plus selon, Tahri et al., (2004) harmaline et harmine sont des antagonistes de
la sérotonine, un neurotransmetteur impliqué dans le mode d'action des hallucinogénes
indoliques. La harmaline et la harmine prennent la place de la sérotonine dans les mécanismes
enzymatiques en raison de la ressemblance des structures. Ceci serait a la base de I’effet
stimulant du systeme nerveux central

A l'issue du test d'évaluation de la toxicité aigué, la DL50 est estimé par 585mg/kg en
cas d’administration orale de 1’extrait hydrométhanolique (brut) .Selon 1’échelle de la toxicité
des substances chimiques par voie orale pour les rongeurs d’aprés Hodge et Sterner (Frank,
1992), la valeur de la DL50 (585mg/kg) permet de classer cet extrait comme une substance
légérement toxique.

En comparant ces résultats avec d’autres travaux, la valeur de DL50 estimée dans la
présente étude est trés proche de celle édité par Muhi-eldeen et ses collaborateurs (2008)
ont déterminé la DL50 de I’extrait des alcaloides totaux, en utilisant 200, 300, 350, 400, 450,
500, et 550mg/kg par voie intramusculaire. Elle a été égale a 420mg/kg. Cette valeur est
nettement inférieure a celle trouvée dans notre experience. Toutefois, il faut noter que pour
ces auteurs, la technique d’extraction différe totalement de la nétre, le type d’animaux choisi
(rate), la méthode de détermination de la DL50 (Litchifield et Wilcoxon), ainsi que la
variabilité génétique des graines entre la Jordanie et I’ Algérie.

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

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

La masse relative du cceur, rat et fois des souris traitées indique une augmentation
significative. On a enregistré aussi une diminution significative de la masse relative des reins.
L’augmentation de la masse relative des organes indique soit une congestion, cedémes ou
hypertrophie, alors qu’une diminution de la masse relative des organes indique l'atrophie des
organes et d'autres changements dégénératifs.

Le foie est I’organe cible présenté dans les vertébrés et qui joue un rdle principal dans le
métabolisme (Thophon et al., 2003). IL est le plus exposé a la toxicité des produits
chimiques, surtout lorsqu’ ils sont absorbés au niveau de l'intestin gréle. Le foie pourrait
métaboliser ces substances étrangéres en composés hépatotoxiques (Geubel et Rahier, 2006 ;
Rhiouani et al., 2008).

Le suivi des taux des enzymes hépatiques sériques (ALAT, ASAT et PAL) est trés
important pour détecter des endommagement et des lésions hépatiques (Hor et al., 2012; Gad
et al., 2013). Alanine aminotransferase (ALAT) est une enzyme cytoplasmique qui se trouve a
des concentrations tres élevée dans le foie, et une augmentation sérique significative de
niveau de cette enzyme suggére des lésions hépatocellulaires. L'aspartate aminotransférase
(ASAT) se trouve dans le cytoplasme et les mitochondries de différents tissus du foie, coeur,
muscles, reins et du cerveau (Gad et al., 2013; Ekeanyanwu et Njoku, 2014), tandis que la
phosphatase alcaline (PAL) est une enzyme hydrolase qui se trouve dans toutes cellules du
corps , mais elle est significativement plus élevé dans les conduits biliaires, le foie, l'os, le
placenta, les reins et l'intestin (Singh et al., 2011). Une augmentation significative des
parametres biochimiques a été notée en particulier de phosphatase alcaline (PAL) des souris
en comparaison avec les temoins. Il pourrait aussi signaler une dégénérescence légere dans le
foie comme il a été observé dans les coupes histologiques de la présente étude. L’extrait des
graines de Peganum harmala causent une augmentation significative du taux d’urée avec

aucun changement notable du taux de créatinine chez les souris traitées.
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L’urée est le produit final du métabolisme des protéines, et sa concentration est
influencée par le taux d'excrétion, alors que la créatinine est un dérivé du métabolisme de la
créatinine du muscle squelettique. Elle est librement filtréee par le glomérule, et n'est en
théorie ni réabsorbée, ni synthétisée, ni métabolisée dans le rein (Dirk et al., 2010). Il est
aussi un marqueur plus précis de la fonction rénale que ’'urée et n'importe quelle élévation
des niveaux de créatinine indique des dommages marqués a la fonction des néphrons (Saidu
et al., 2010). Ce résultat suggére que 1’extrait hydrométhanolique n’a pas affecté la fonction
rénale. L'augmentation significative de l'urée et de la réduction non significative de créatinine
chez les souris traitées indique que l'extrait n'a eu aucun effet délétere sur les reins
(Olufunsho et al., 2015). Ces résultats biochimiques (augmentation significative d'urée et
d’ALAT) avec une augmentation de la masse relative du foie, rat et du coeur chez les souris
traités par rapport aux témoins pourraient expliquée l'effet d’extrait sur ces organes.

Les coupes histologiques des reins des souris traitées dans les conditions de la toxicité
aigué n'ont montré aucune destruction de l'architecture chez les deux sexes, cette observation
confirme les données biochimiques d’évaluation de la fonction rénale. L’étude histologique
du foie des souris femelles dans les conditions de la toxicité aigué a révélé la présence d’une
surcharge hépatocytaires (ground-glass hepatocyte) qui est caractérisé par un cytoplasme
large et homogene des hépatocytes. Selon Bejarano et al., (2006) la surcharge hépatocytaire
pourrait étre due a certains types d'hépatite ou a des cas pathologiques comme la maladie de
Lafora (myoclonus epilepsy), I'hépatite B, la glycogénose de type IV, la thérapie par aversion
a l'alcool, fibrinogénose, le carcinome hépatocellulaire et des changements liés a ’utilisation
des drogues.

L’inflammation aigue est caractérisée par des symptdmes classiques, comme la chaleur,
la rougeur, le gonflement et la douleur. La mesure de I’cedéme est donc un excellent outil
pour la quantification de I’inflammation cutanée, induite par les agents phlogistique comme
I’xyléne. L’cedeme de Doreille induit par le xyléne chez la souris qui est un modele
d’inflammation aigué important, a été utilisé pour évaluer I’effet anti-cedémateux des extraits
de Peganum harmala. L’cedéme de 1’oreille induit par le xyléne est un modele expérimental
reproductible et concéde une bonne valeur prédictive pour le criblage des agents anti-

inflammatoires (Cabrini et al., 2011).

46



Chapitre 111 : Résultat et discussion

L’application du xyléne sur 1’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 1I’cedéme atteint son maximum une heures aprés 1’application du xyléne (Lua
et al., 2006). Les extrait a un effet inhibiteur dose dépendant significatif sur I’cedéme de
Poreille, la différence de 1’épaisseur de l’oreille des souris avant et une -heure aprés
I’application topique du xyléne a été exploitée dans la présente étude pour évaluer I’effet anti-
cedémateux des extraits.

L’utilisant 1'cedéme d'oreille induit par le xyléne chez la souris et diclofinac comme
médicament de référence standard. C'est un préliminaire et simple modéle de dépistage de
médicaments anti-inflammatoires potentiels, en particulier ceux qui inhibent la phospholipase
A2. Le mécanisme moléculaire et cellulaire par lequel le xyléne induit I’inflammation met en
jeu les neurones sensoriels sensibles a la capsaiciné qui suite a une stimulation, libérent un
nombre de médiateurs qui peuvent initier la réaction inflammatoire : la substance P et la
calcitonine généraient peptide CGPR dans la périphérie sont les principaux initiateurs de
I’inflammation neurogénique (Rotelli et al., 2003). Ce phénomene est connu sous le nom de
I’inflammation neurogénique. Il induisit une vasodilatation et une exsudation plasmatique en
agissant sur les muscles lisses des vaisseaux sanguins et les cellules endothéliales (Rotelli et
al., 2003), comme il peut activer directement les mastocytes et les autres cellules
immunitaires. 1l est également admis que les neurones sensoriels contiennent des
cyclooxygénase capables de synthétiser les prostaglandines pro-inflammatoires (Richardson
et Vasko, 2002).

Le traitement des souris par diclofinac par voie orale réduit significativement (73.81%)
le développement de 1I’cedéme de 1’oreille comparé a celui des souris du groupe témoin. Li et
ses collaborateurs (2008) et Ait EI Cadi et ses collaborateurs (2012) Ont rapporté un effet
relativement similaire (82,46 %). Le mécanisme d’action de diclofinac sur I’inflammation est
basé sur I’inhibition de la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires.

D’une maniére similaire a diclofinac, I’anti-inflammatoire de référence, le prétraitement
des souris par les extraits hydrométhanolique et agueux de Peganum harmala entraine une
inhibition significative du développement de 1’cedéme, avec un maximum d’inhibition de
(58.33 % et 35.71%) respectivement avec la dose la plus élevée utilisée (200 mg/kg). Les
résultats montrent clairement que les extraits ont exercé dimportants effets anti-
inflammatoires contre I'eedéme induit par le xyléne. Ait El Cadi et ses collaborateurs (2012)

ont rapporté un effet relativement similaire.
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L’activité anti-radicalaire est trés importante du au role délétere des radicaux libres dans
le domaine alimentaire et dans les systemes biologiques (Gulgin et al., 2010). La méthode du
radical de DPPH, utilisé dans la présence étude, est une procédure commune dans laquelle
I’activité antioxydante de 1’extrait étudié¢ est estimée par le degré de piégeage des radicaux
libres (Gulgin et al. ,2010).

Les résultats obtenus avec ce teste montrent que les extraits hydrométhanolique et
aqueux de Peganum harmala ont des valeurs d’IC50 trop faibles de 1’ordre de
95.394+5.429ug/ml et 152.86+12.469ug/ml respectivement ce qui traduit par d’excellents
effets antiradicalaires. La comparaison de ces valeurs avec celle des antioxydants standards
montrent que tous les extraits testés s’avérent moins actifs. L’acide ascorbique est 95 a 152
fois plus actif que ’EMet et I’EAc, alors que le quercitine est moins actifs que 1’acide
ascorbique.

Ces résultats suggerent que les extraits de Peganum harmala contiennent des agents
piégeurs de radicaux libres agissant comme antioxydants primaires .L’action de ces
antioxydants est supposés étre due a leur capacité de donation d’atomes d’hydrogéne ou
d’électron (Le et al ,2007).

Une étude menée par Razzagui., (2012) sur Peganum harmala a montré des IC50 de
181 et 345 ng/ml de ’extrait hydrométhanolique et aqueux respectivement .Ces resultats sont
similaire avec nos résultats.

Les deux extraits hydrométhanolique et aqueux de Peganum harmala sont plus riche en
polyphénols donc ses capacités de piéger les radicaux DPPH est plus élevée. Cela montre
qu’il y a une corrélation entre le contenu en polyphénols et I’activité antioxydante des extraits,
et pourrait indiquer que les polyphénols sont responsables de cette activité. Cette corrélation a
été rapporté par plusieurs auteurs; Falleh et al ., (2008) ont montré qu’il existe une
corrélation significative entre la teneurs en polyphénols et I’activité scavenger des radicaux
libres DPPH de I’extraits hydrométhanolique de Cynara cardunculus, Ranilla et al.,(2010)
ont rapporté aussi que les polyphénols contribuent significativement a I’activité antioxydante
des extraits obtenus de Tagetes minuta et Galinsoga parviflora, Kinitzios et al., (2010) ont
trouvé que les extraits hydrométhanoliques de quelques plantes médicinales ont des effets
piégeurs de radicaux DPPH plus grande que ceux de leurs extraits aqueux.

Le pouvoir réducteurs d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antiradicalaire , cette
technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le Fer ferrique (Fe*)
présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fer ferreux(Fe?*) (Bentabet et al., 2014).En effet le

Fe** participe & la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton (Doukani, 2014).
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On remarque que I’extrait hydrométhanolique atteint une absorbance de 0.05a0.32g de
grains sec, pour I’extrait aqueux arrive a 0.35ug, qui reste inférieur de celle du méthanol. Mes
ces valeurs sont nettement inférieures a ceux des standards : acide ascorbique et quercitine.

Les travaux de Bougandoura et Bendimerad, (2013) sur satureja calamintha, ont
trouvé des valeurs de pouvoir réducteur a la concentration de 2.5mg /ml, 1’absorbance de
I’extraits hydrométhanolique de satureja calamintha étant de 0.484, par contre 1’absorbance
de I’extrait aqueux a la méme concentration est de 0,2.

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et hydrométhanolique est peut étre dd a la
présence de groupement hydroxyle dans les composés phénolique qui peuvent servir comme
donneur d’électron (Bougandoura et Bendimerad, 2013).Par conséquent, les antioxydants
sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker,
2007).

Face aux problemes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques,
beaucoup de travaux ont été menés sur le pouvoir antimicrobien des extraits naturels des
plantes. Tous les extraits testés (EBr, EAQ) semblent avoir une activité sur toutes les souches
testées (Gram+ et Gram -) avec des diamétres des zones d’inhibition plus importants (variant
entre (7 a 19 mm). Selon Biyiti et al. (2004), un extrait est considéré comme actif s’il enduit
une zone d’inhibition supérieure ou égale a 10 mm. Ainsi, ces résultats sont en concordance
avec les données bibliographiques de Darabpour et ses assistants (2011), Benbott et ses
collegues (2012), qui ont tous révélé une importante activité de différents extraits de
Peganum harmala. L’EBG a montré une meilleure activité antibactérienne pour Salmonella
(19 mm). Ces résultats sont en accord avec ceux de Behidj-benyounes et al., (2013) qui ont
indiqué une action fortement inhibitrice contre les Staphylococcus aureus et Bacillus Subtilus
qui sont des Gram positifs. Par contre, les bactéries Gram négatifs (E.coli) sont moins
sensibles a I’effet des extraits de Peganum harmala. Ils montrent que I’hypersensibilité de la
souche peut s’expliquer par la probabilité¢ de la sensibilité des bactéries Gram positifs aux
changements environnementaux externes, tels que la température, le pH et les extraits
naturels. Et surtout I'absence de la membrane externe qui la rend extrémement sensible. Selon
Essawi et Srour, (2000) I’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un
constituant actif majoritaire, mais plutét a 1’action combinée (synergie) de différents

COMpOosés.
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Ce résultat confirme celui de Prashanth et John, (1999) ; Darabpour et al. (2011) qui
ont déja démontré un effet antimicrobien remarquable de I’extrait des graines de Peganum

harmala sur les bactéries Gram+ comprenant Bacillus anthracis, Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria Monocytogeénes, et des Gram -

incluant Pseudomonas Aeruginosa, Brucella melitensis, Proteus mirabilis, S. typhimurium,
Escherichia coli et Klebsiella Pneumoniae.
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Conclusion et perspectives

La connaissance et 1’'usage des plantes constituent un vrai patrimoine de 1’étre humain.
Les plantes médicinales forment une source riche d'une variété de composés biologiquement
Actifs .Cela signifie qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine) peut étre employée
dans le but de se soigner.

Peganum harmala, connue également par Harmel, est une plante largement utilisée dans
la médecine traditionnelle algérienne pour traiter une variété de troubles, grace a son contenu
en métabolites secondaires.

Le présent travail est axé sur la recherche des substances naturelles dont leurs activités
antioxydantes, antimflammatoires, antimicrobiennes sont réalisées sur les graines de Peganum
harmala.

Le rendement d’extraction par le méthanol (21.53%) est relativement supérieur a celui
de I’extraction aqueuse (8.37%), Les résultats de 1’analyse quantitative montrent que les deux
extraits hydrométhanolique et aqueux de Peganum est tres riche en polyphénols totaux
(104.15 /59.26pg EAG/mg) et en flavonoides (29.13/15.74pg EQ/mg).

Dans les conditions de la toxicité aigué par I’extrait hydrométhanolique des graines de
Peganum harmala des symptémes de toxicité sont enregistré : excitabilité, accélération du
rythme cardiaque, des convulsions, des tremblements, arrivant jusqu'a la mort. Ces effets dus
a I’action directe d’extrait sur le systéme nerveux central.

Toutefois la toxicité aigie montre que I’extrait hydrométhanolique agisse sur la masse
relative des quelques organes, et perturbent aussi quelques parametres biochimiques liés a la
fonction hépatique et rénale. L’observation histologique s’est caractérisée par des altérations
hépatiques (surcharge hépatocytaires, congestion sanguine) et rénales (congestion sanguine).

Dans le présent travail, nous avons évalué I’effet anti-inflammatoire des extraits de
Peganum harmala.

L’inhibition du développement de ’cedéme de ’oreille induit par le xyléne chez la
souris permet de conclure que les extraits possedent une activité anti-inflammatoire
importante lorsqu’il est administré par voie orale. Cette activité et comparable a celle de
diclofinac qui est un anti-inflammatoire de référence.

L’activité anti-inflammatoire des extraits de Peganum harmala montre que cette plante
posséde un fort pouvoir pharmacologique, ce qui supporte sont usage traditionnel pour le

soulagement de diverses affections inflammatoires.
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Nous concluons que Peganum harmala a un potentiel intéressant qui pourrait étre utilisé
de maniere raisonnée dans le traitement de 1’inflammation, et comme nouvelle molécule anti-
inflammatoire.

Par ailleurs, le potentiel antiradicalaire de Peganum harmla a été déterminé par la
méthode de DPPH présente que le pourcentage d’inhibition des deux extraits
hydrométhanoliques et aqueux est supérieur a celui du standard (la vitamine C) pour toutes
les concentrations testées .Cette activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement
dépendante de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, donc ces molécules sont
considérées comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent étre employées
pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniére tres
efficace a la prévention des maladies telles que le diabéte et le cancer.

En outre, I’activité antibactérienne a arboré que tous les extraits testés sont actifs sur
toutes les souches bactériennes

En fin, ’ensemble de ces résultats restent une premiére ¢tape dans la recherche de
substances de source naturelle biologiquement active. Il sera intéressant pour suivre cette
étude, concernant I’identification des molécules bioactives ; aussi de mieux connaitre le
mécanisme d’action de ses molécules ainsi que leur pharmacocinétique et leur
pharmacodynamie. La confirmation de la capacité antioxydante par des tests in vivo ainsi que

I’évaluation de I’activité antibactérienne et antimflammatoire de cette plante.
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