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Introduction

Depuis ’antiquité, I’Homme est adopté 1’utilisation des plantes dans la plupart de ses
besoins tels que la nourriture, 1’abris, le tissage des vétements et notamment leur besoin
médicinaux (Svoloda et al., 2000). Cependant, cette utilisation ne suit pas des régles précises

et ne tient pas compte la toxicité probablement induite par certaines plantes.

En effet, les plantes médicinales présentent des vertus thérapeutiques importants,
comme elles sont utilisées pour traiter nombreuses maladies (Svoloda et al., 2000). Elles
constituent alors une source importante d’une grande variété des substances bioactives qui
sont le plus souvent liées aux produits de métabolisme secondaire, tels les polyphénols, les
alcaloides, les terpenes et les coumarines. Certains métabolites secondaires, qui se distribuent
dans les plantes a faible ou a forte dose, restreignent des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires (Mohr, 1982 ; Juan, 1984; Raghav et al., 2006), antibactérienne (Dih et
Belguendouz, 2017). En effet, les polyphénols jouent un role intéressant anti-cancer et comme
des modulateurs des maladies cardiovasculaires en empéchant la peroxydation lipidique

(Bruneton, 2009).

Le but principal des études pharmacologiques est alors la recherche des principes actifs
naturels extraits des plantes (Macheix et al., 2005), leurs propriétés sont mises a profit dans
I’industrie alimentaire comme des ingrédients et des additifs, en cosmétologie (Bahorun et al.,
1996), dans la phytothérapie et également dans la médecine allélopathique moderne
(Bourgoud et al,, 2001 ; Kar, 2007). Malgré les nombreux avantages thérapeutiques profonds
de plantes médicinales, certains métabolites parmi leurs compositions chimiques se sont
révélés potentiellement toxiques, mutagénes, cancérigénes et tératogenes. Cela souléve des
inquiétudes sur les effets toxiques potentiels résultant de l'utilisation a court terme et a long
terme de telles plantes médicinales. Par conséquent, I'évaluation de la toxicité de tout extrait
de plantes destiné a étre utilisé chez 'Homme et I'animal prend la plus grande importance des

recherches phyto- pharmacologiques.

Les plantes Ruta tuberculata forsk. (Rutacée) et Pergularia tomentosa L.
(Asclepiadacée) sont incorporées a I’antiquité dans la médecine traditionnelle maghrébine
pour traiter nombreuses maladies, bien qu’elles soient probablement toxiques (Maiza,

1993 ; Ould El Hadj et al., 2003; Hammiche et Azzouz, 2013; Kemassi et al., 2014). En
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effet, certaines especes du genre Ruta présentent une certaine toxicité sur différents modeles
d’expérimentation, cette toxicité due a la présences des métabolite secondaire (Shama et al.,

2014).

Dans notre étude, nous avons tenté a étudier la toxicité aigu€ du R. tuberculata et P.
tomentosa, en utilisant des souris Swiss albino, et a suivre cet effet en atteignant les objectifs

suivant :

L’extraction des métabolites secondaires des plantes R. tuberculata et P. tomentosa. par

différents solvants.

La caractérisation des métabolites secondaires dans les différents extraits du R.et P.

tomentosa par applications des tests de screening phyto-chimique.

La quantification de la teneur des extraits du R. Tuberculata et Pergularia tomentosa

en polyphénols totaux et en flavonoide.

L’étude de la toxicité aigué de différentes doses de deux extraits aqueux et
hydroalcoolique du R. tuberculata et P. tomentosa en suivant les manifestations de la
toxicité, la mortalité, les analyses hématologiques et biochimiques et 1’étude

histopathologique.



Partie 1
Synthese bibliographique
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1. Toxicité

Lorsqu’une substance devient capable de perturber le fonctionnement normal d’un
organisme vivant, elle est considérée comme une substance toxique. Cette substance toxique
peut induit plus que D’apparition de quelque symptome, en confirmant I’exposition de cet
organisme a une toxine, elle peut provoquer ainsi sa mortalité. En effet, elle peut étre de
source naturelle comme un pollen ou un métabolite secondaire a base végétale ou d’un
microorganisme, ou synthétique tell que les solvants organique comme 1’acétone, 1’hexane et
le chloroforme (Gilles, 2004), en causant plusieurs formes de toxicité qui sont, en fonction de
duré et de fréquence d’exposition, la toxicité suraigu€, aigue, subaigué€, chronique et la sub-
chronique (Bismuth et al., 1987). Cependant, les manifestations et les symptomes associées a
la toxicité, quelle provoque la substance toxique, se différent d’un individu a un autre, ca
dépond de sa dose, de la voie de sa pénétration, telle que la voie respiratoire, digestive,
cutanée ou la voie oculaire, et de I’organe cible ou le systeme intracellulaire attaqué (Gilles,

2004; Amiard, 2011).

1.1. Type de la toxicité

1.1.1. La toxicité aigué

La toxicité aigué résulte d’une pénétration ou d'une administration d’une substance
toxique, une seule fois, ce qui peut provoquer la mort de 1’individu ou ’apparition de trés
graves troubles physiologiques apres un court terme (Ramade, 1979). En effet, I’étude de la
toxicité aigué€ induite par différentes doses de cette substance, nous permet de déterminer la
dose 1étale (DLsy) qui provoque une mortalité de 50% de la population d’animaux, dans des
conditions expérimentales bien définies (Laigneau, 2000).

La détermination de la DLsy consiste a administrer différentes doses croissantes d’une
substance a tester aux 5 animaux /Lot (OCDE, 2001 ; OCDE, 2008), contre un groupe témoin
qui ne regoit pas cette substance. la DLsj serait déterminé ensuite a partir de la courbe qui
exprime le pourcentage de la mortalité en fonction du logarithme de la dose (OCDE, 2001;

OCDE, 2008 ; Wallace Hayes, 2008).
1.1.2. Toxicité subaigué

La toxicité subaigué résulte d'une exposition au toxique par une maniere répeté, mais a

des doses plus faibles a court terme. En effet, les signes cliniques qui s’apparaissent sur des
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organes cibles, semblent étre toutefois significatifs de symptomes qui se manifestent sur la

population qui peuvent survivre d’ailleurs a l'intoxication (Ramade, 1979).

1.1.3. Toxicité chronique

Cette toxicit¢é a long terme se fait par une exposition répétée a trés faibles
concentrations d’une substance a long terme. Le produit est administré quotidiennement, une

a deux fois par jour pendant 18 a 24 mois (Laroche, 2001).
1.2. Voies d’administration appliquées expérimentalement

La pénétration d’une substance toxique dans un organisme vivant peut se faire selon
différentes modalités. a coté de la voie orale, dite le plus souvent digestive, par rapport le
passage de la substance toxique au la barriére gastro-intestinale (Labaune, 1993), la substance
a examiner, qu’elle s’agit de particules solides ou liquides, peut emprunter la voie respiratoire
par inhalation (Viau et Tardif, 2003) ou la voie cutanée par absorption comme les huiles
volatiles qui passent ensuite dans le sang vers les organes cibles sans transformation au niveau
du foie ou les poumons (Poppenga, 1962; Richardson, 1999). Par ailleurs, nombreuses voies
injectables telles que les injections intraveineuses, intradermiques, et intra-péritonéales sont
trés répondues dans les essais et les expériences cliniques en utilisant différents modeles

animaux, particulierement les rongeurs (Holmberg et al., 2000).

1.3. Manifestations de la toxicité et les organes cibles

Pendant 1’étude toxicologique, la substance a tester est capable d’affecter le
comportement général de 1’animal, ce qui s’associe a des symptomes cliniques et aux
modifications de la peau, des poils, des yeux et des muqueuses, ainsi que de l'appareil
respiratoire, du systéme circulatoire, des systémes nerveux autonome et central (OCDE,

2001).

Cependant, la toxicité provoquée sur l'organisme par cette substance, a effet toxique,
dépend essentiellement de sa nature chimique (métabolites naturels actifs, radicaux
libres...etc.), sa quantité, et de son affinité vis-a-vis son site d'action, tels les récepteurs
membranaires ou cytoplasmiques, les enzymes, I’ADN...etc., autrement dit la cible qu’elle
attaque (Lauwerys, 2003). En effet, la nocivité de cette substance administrée aussi de son

affinité pour ce site et le type d’interaction avec lui (Lauwerys, 2003).
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En outre, la dose administrée du toxique actif est influencée par quatre principaux
facteurs biologiques qui sont 1’absorption, la distribution, la biotransformation et 1'excrétion
(Gilles, 2004). En effet, la substance toxique et ses dérivés biochimiques générés, lors de
transformations métaboliques qui se déroulent au sein de I'organisme, font cibler les différents
organes notamment ceux-ci qui sont situés dans la voie de leur absorption, distribution et leur
stockage (Lauwerys, 2003), tels que le tractus gastrique, pulmonaire, et le systéme nerveux
(Gilles, 2004), ou le foie qui constitue le siege principal de la transformation biochimique et
la libération de ses dérivés, ou méme les riens, I’organe de I’excrétion et I’élimination de la
substance administrée et de ses dérivés (Viala and Botta, 2007).

Nombreuses maladies pourraient accompagner la toxicité provoquée par
I’administration d’une substance toxique, fréquemment 1’hépatotoxicité et la néphrotoxicite,
I’'un de ses effets toxiques sur le foie et les reins, respectivement (Viala and Botta, 2007).
Cependant, différents atteintes neurologiques, qui peuvent étre engendrés par la pénétration
d’une substance neurotoxique, sont essentiellement la dépression du systéme nerveux central,
la neuropathie périphérique et la paralysie musculaire, la cancérogénicité et la mutagénicité

(Gilles, 2004).

1.4. Toxicité de certaines plantes médicinales

Des études récentes menées sur des plantes médicinales ont montré que certaines
d’entre elles présentent des effets nocifs qui s’apparaissent avec leur administration. En effet,
I’étude toxicologique des plantes médicinales nous permet de mise en évidence les doses et
les différentes activités des métabolites secondaires tels les alcaloides qui ont généralement
des effets toxiques profonds sur le systéme nerveux des mammiferes en raison de l'interaction
avec le tissu neuronal (Donald et Billie, 1978). Ils peuvent causer de graves réactions toxiques
allant d'une atteinte hépatique a une pression artérielle élevée et des problémes cardiaques
(George, 2011). Concernant les coumarines, 1’injection des coumarines a des doses orales
uniques de coumarine o provoquent une nécrose du foie et augmenter les activités
plasmatiques des transaminases chez les souris de souche DBA / 2 (Lake, 1999). De plus, les
saponines inhibent la respiration cellulaire (Wittstock et Gershenzon, 2002). Ce sont des
tensioactifs puissants qui peuvent perturber la croissance cellulaire riche en lipides
membranes des érythrocytes et des micro-organismes humains qui expliquent la puissance

propriétés antimicrobiennes de ce groupe de produits phytochimiques (Francis, 2002).
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2.1. Distribution géographique

Ruta tuberculata, Haplophyllum tuberculatum (Rutacée) est une plante herbacée de 20 a

50cm d’altitude, elle se distribue dans la région méditerranéenne, ou elle croit dans les déserts

de 1'Arabie (Lamarck et Poiret, 1804). Cependant, le petit arbuste Pergularia tomentosa L.

(Asclépiadacée) peut atteindre jusqu’a Im. Elle est disponible dans des pays secs comme le

Sud Algérien jusqu’en Afrique du Nord et bien se trouve aussi dans certains pays asiatiques

comme Afghanistan et I’Est du Iran (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013). Le tableau 1 ci-

dessous représente la description des plantes étudiées et leur classification botanique.

Tableau 1. Description des plantes étudiées et leur classification botanique.

Ruta tuberculata

Pergularia tomentosa

Description botanique

-Tiges trés canoteuses et des petites feuilles

cunéiformes porteuses de grosses glandes

tuberculeuses saillantes sécrétant une substance
malodorante (Quezel, 1963).
de petits corymbes

-Fleurs jaunes forment

terminaux rameux, dichotomes, chaque fleur
pédiculée, une solitaire et sessile dans chaque
dichotomie (Lamarck et Poiret, 1804).

-Floraison de février a juin (Cruz A., 2011)

- Tiges grimpantes ou volubiles, sécrétant un latex
blanc et des feuilles ovales, orbiculaire en vert
amande mesurant Scm de diametre (Quezel et
Santa, 1963).

- Fruits fusiformes, divergents et couverts de
rugosités en follicules groupés par paire du 7cm de
diamétre (Amani et Barmo, 2010).

-Fleurs blanc-pourpre et odoriférantes avec une
corolle tubulaire blanche ou pourpre qui mesure
8mm de long. (Schmelzer et Gurie-Fakim, 2013).

-Floraison est en printemps (Neuwinger 1994).

Classification botanique

Régne : Plante.

Sous régne :  Magnoliophyte.

Classe : Magnoliopside.

Ordre : Sapindales.

Famille : Rutacée.

Genre : Haplophyllum= Ruta.

Espéce : Haplophyllum Tuberculatum ou

Ruta tuberculata forsk (Townsend, 1986)

Régne : Plante.

Embranchement : Spermaphytes.

Classe : Dicotylédones.

Sous Classe : Rosidae.

Ordre : Gentianales.

Famille : Asclépiadacée.

Genre : Pergularia.

Espéce: Pergularia tomentosa L. (Ozanda, 1991)

Nom vernaculaire arabe : Faijel Jadl

Nom vernaculaire arabe : El ghalega 43l
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Figure 1. Photographe de R.tuberculata forsk. ( A) et P tomentosa L. (B)

2.2. Composition chimique

Les études phyto-chimiques qui sont menées sur les plantes R. tuberculata et P.

tomentosa et qui ont indiqué la présence d’une diversit¢ des métabolites secondaires,

principalement les polyphénols et les flavonoides, dans les différents extraits de leur partie

aérienne, sont illustrées dans le tableau 2.

Tableau 2. Contenu chimique de plantes R. tuberculata et P. tomentosa.

R. tuberculata Références P. tomentosa Références
-Polyphénols ; Al-Yahya et al. (1992) -Polyphénols  (acides | UNESCO (1960)
-Flavonoides (rutoside) . hénoliques)

. Vigneau (1985 p !
-Tannins ; g ( ) “Flavonoides Hassan et al. (2007)
-Alcaloides Paulini et al. (1987) -Tanins Hifnawy et al. (2014)
(furoquinoléines et dérivés
de I’acridone)
-Stéroides et Huiles cétones
aliphatiques
-Coumarines (rutarine,
furanocoumarines)
-Huiles volatiles (les a et Mechehoud et al. (2014) -Alcaloides, Hassan et al. (2007)
phellandréne, terpinéne 4-ol, -Saponines, .
p-cymene-8-ol, pipertone et -Anthraquinones, Piacente (2009)

hexane-1-ene

-Glycosides cardiaques
et cyanogenes

-Alcaloides (tuberine,
tubacetine et quinolone)

Al-Brashdi et al. (2016)

-Composants minéraux
phosphoriques,
potassiques, sodique,
calcique et de
magnésium

Shadid et al. (2006)
Hassan et Umar (2007)
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2.3. Usage traditionnel des plantes R. tubeculata et P. tomentosa

En Algérie dans la région méditerranée, R. tuberculata et P. tomentosa ont été

traditionnellement utilisées dans le traitement de diverses complications (Tableau 3).

Tableau 3. Usage traditionnel des Plantes R. tubeculata et P. tomentosa

-L’infusion ou la tisane de la partie aérienne est recommandé contre les | Vigneau (1985)

< activités de sphére génital, les maux de cycle menstruel, les troubles | Mossa (1987)

=

§ gastriques et intestinales et la constipation et contre I’ozéne, la fiévre et | (Maiza, 1993)

§ les vomissements du nourrisson. Hadjadj et al. (2015)

3 -Elle est utilisée comme un antiseptique contre les ulcéres, un calmant,

g. un emmeénagogue et antiparasitaire, et comme un collyre.
-L’huile peut soulager les patients atteints des maladies rhumatismales (Kallel et al., 2009)
-La patte des feuilles est frottée sur la peau contre la dermatose et | (Schmelzer et Gurib-
sensibilisation cutané. Fakim, 2013)

g - Le jus des feuilles sont usées contre les maux de téte et comme un | (Kemassi et al,

§ remede dans le traitement de la tuberculose et les hémorroides. 2014)

&. -La tisane est administrée comme un agent hypoglycémiant.

= -Le latex des tiges est utilisé sur la mamelle de la vache pour augmenter | (Schmelzer et Gurib-
la production laiticre. Fakim, 2013)

2.1.3 Activités biologiques de R. tuberculata et P. tomentosa

R. tuberculata s’avére nombreuses activités pharmacologiques, notamment
I’activité antioxydante, ou I’extrait éthanolique et les huiles essentielles semblent avoir, tous
les deux, une activité antiradicalaire en inhibant la production des dérivés oxygénés toxiques,
in vitro sur les cellules d’astrocytome humain U373-MG endommagées par H,O, (Djamila,
2012; Eissa et al., 2014). De plus, IIs présentent un pouvoir antimicrobien a la fois contre les
Gram' et du Gram' tels S. aureus, E. coli et P. aeruginosa (Sabry et al., 2016). Par ailleurs,
Ibrahim et ses collaborateurs (2015) ont éprouvé que I’extrait d’acétate d’éthyle de sa partie
aérienne, qui posséde une teneur importante en flavonoides et en tannins, ait exercé un effet

inhibiteur sur I’acétylcholinestérase.

En outre, l'extrait méthanolique de R. tuberculata riche en polyphénols a montré un
effet appliqué anti-inflammatoire topique puissante sans toxicité apparente contre 1’cedéme
d’oreilles chez les souris suisses (Al-Brashdi et al., 2016). Cependant, les huiles essentielles

de fleurs du R. tuberculata ont démontré une remarquable activité anti-inflammatoire contre
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I'eedéme induit par la carragénine chez le rat, en comparaison a l'indométacine (Sabry et al.,

2016).

Pergularia tomentosa L. présente un large spectre des activités biologiques attribuées a
son contenu en molécules bioactives ou I’extrait aqueux de sa partie aérienne possede un effet
antibactérien puisant contre nombreuses souches telles E. coli (Tlili, 2015). De plus, la
richesse de P. tomentosa en métabolites secondaires peut expliquer son pouvoir antifongique
vis a vis les champignons comme 7. rubrum, M. gypseum et A. niger (Hassan et Umar,
2007).

Bouhamdi (2012) a publi¢ que les magnésiums, contenu dans les différents organes P.
tomentosa, sont des agents antioxydants traitant [’organisme contre les carences qui
pourraient conduire a de graves troubles métaboliques.

La présence des métabolites secondaires tels tanins, flavonoides, alcaloides, saponines,
glycosides, saponines, glycosides cardiaques, les anthraquinones et les stéroides dans la
composition de P. tomentosa peut étre responsable de l'activité anti-dermatophytique

(Bouhmama, 2013).
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3. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires synthétisé€s par les végétaux sont des molécules qui servent
a la défense de la plante contre les agressions extérieures. Ils sont produits naturellement lors
d’un métabolisme secondaire en trés faible quantité, et présentent une grande variété
structurale, ou il s’agit plus de 200 000 structures définies (Hartman, 2007). En effet, les
plantes médicinales sont les principales sources de ces métabolites qu’ont des propriétés
pharmacologiques puissantes sur I’homme (Primrose, 2004), ce qui les rend des molécules

bioactives possédant un large spectre des activités biologiques (Priva et Aparna, 2012).

Selon leur structure de base, les métabolites secondaires sont subdivisés en trois grands
familles qui sont les polyphénols y compris les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins
hydrolysables et condenses, les quinones et les coumarines, les composés azotés comme les

alcaloides et enfin les terpénes (Haven et al., 2000; Krief, 2003 ).

3.1. Terpénoides ou les huiles essentielles

Terpenoide sont des monomeres a 5 atomes carbones appelés 1’isopréne (Cs Hg) qui
constitue la structure de base des terpénoides (Figure 3). En effet, ces métabolites sont des
hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte (Khenaka, 2011).
Cependant, il s’agit des nombreuses terpeénoides de formule Cs Hy (Figure 3), synthétisés par
les plantes, les organismes marins, les champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011),
qui présentent le squelette des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques tels
I’alcool, I’aldéhyde, le cétone, I’acide, le lactone, ...etc. (Malecky, 2005; Benaissa, 2011). Les
huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, ce qui les
différencie des huiles dites fixes. Elles sont entrainables par la vapeur d’eau, soluble dans

I’alcool, I’éther et les huiles fixes, mais insolubles dans I’eau (Merghem M., 2015).

La classification des terpeénoides est basée sur le nombre de répétitions de I'unité de
base isopréne en donnant des hémiterpenes (C5), monoterpeénes (C10), sesquiterpénes (C15),
diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpenes (C30), tetraterpeénes (C40) et polyterpenes
(Belbache, 2003; Ayad, 2008; Mebarki, 2010). Ils ont des propriétés antioxydantes,

antifongiques et une activité antimicrobienne (Laib, 2011).
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CH, CHa
| CH
C CH
= S~ 2 s
H.C (|3 | o HO
H HsC CH= HzC CH3
(A) Isoprene (B) Menthol (C)  Nérol (géranium)

Figure 2. Structure de I’isopréne (A) et de quelques monoterpenes cyclique (B) ou a chaine
ouverte (C) (Belbache, 2003; Ayad, 2008 ; Khenaka, 2011).

3.2. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d’origine végétale, qui présentent
une structure complexe hétérocyclique, a caractére alcalin (Badiaga, 2011). En effet, ils sont
des dérivés de I’anthranilate ou d’acides aminés tels que le tryptophane, la lysine, ’asparate,
la phénylalanine et la tyrosine. Dans la voie de leur synthése, Ces acides aminés sont
décarboxylés en amines et couplées a d’autres squelettes carbonés (Cyril, 2001). Par ailleurs,
les alcaloides semblent avoir des puissants pouvoirs pharmacologiques tels 1’effet analgésique
(cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinines), stimulant centrale (caféine) et

dépressant cardiaque et diurétique narcotique (morphines) (Badiaga, 2011).

Actuellement, trois classes des alcaloides sont enregistrées (Tableau 4). Premiérement,
les vrais alcaloides, des dérivés d’acides aminés contenant un atome d’azote d-+8ans leur
systeme hétérocyclique. Dans les plantes, ils se trouvent sous forme libre, des sels ou comme
N-Oxyde, qui sont hautement toxiques (Badiaga, 2011). Deuxiémement, les pseudo-
alcaloides ou les alcaloides terpéniques, au contraire aux vrais alcaloides, sont des dérivés
d’isoprénoides et du métabolisme de 1’acétate (Rakotonanahary, 2012). Finalement, les proto-
alcaloides qui sont le plus souvent appelés les amines biologiques ou les amines simples dont
I’azote n’est pas inclue dans leur systeéme hétérocycle. Cette classe renferme les alcaloides

basiques qui sont solubles dans 1’eau (Badiaga, 2011).
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Tableau 4. Les alcaloides, leur structure de base et leurs activités biologique (Wilhelm, 1998;

Mauro, 2006).

alcaloides Exemple Formule Activité biologique
-Effet contre les attaques des
Alcaloides H ..J > herjbwores et d§s 1n§ectes.
e, . L . ~ -Stimulant respiratoire.
dérivés de I’acide | La nicotine ~ = TN .
S - -Agent aidant le processus de
nicotinique | \ .
— sevrage tabagique.
N
) -Traitements de la crampe
__ | nocturne de la jambe.
Alcaloides La quini MO~ r|¢ [ | -Tue les mérozoites de
dérivés du a quinine o e I’agent vecteur de la malaria,
tryptophane ] " | -Empéche les acces de fievre.
3.3. Polyphénols

Les polyphénols ou les composés phénoliques seuls regroupent nombreuses classes

de composés chimiques qui présentent tous un point en commun, la présence dans leur

structure d’au moins un cycle aromatique a 6 atomes de carbones, lui-méme porteur d’un

nombre variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle ef al., 2004), tandis qu’ils différent

dans leur structure selon le nombre et la position des hydroxylations et méthylations du cycle

aromatique (Bourgou et al., 2008). Les composés phénoliques sont divisés principalement

en acides phénoliques, flavonoides, tanins et coumarines qui sont envisagés dans le tableau 5

ci-dessous (King et Young, 1999 ; Tapiero et al., 2002).

Tableau 5. Classes de polyphénols, leurs structures de base et leurs activités biologiques.

Exemple Structure de base Activité biologique Références
-Antitumorales, Cunha et
Ac. 0 antivirales, anti- al.(2004) Nkhili
hydroxycinamique HO. \ inflammatoires. (2009)
§ (Ac. caféique) O -Antiradicalaires ou un
) Nkhili, (2009) antioxydant naturel,
= HO inhibant la peroxydation
X5) e eqs
= lipidique
; Ac. o. OH Smith et Kramer,
o= hydroxybenzoiques -Activité antioxydante | (1999)
:E (Ac. gallique) - Prévenir les dommages | Kawada et al.
Akroum (2011) HO oH oxydatifs d’ADN (2001)
OH -Activité anticancéreuse | Lee et al. (2005)
Akroum (2011)
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Rangkadilo et al.
(2007)
- Antihistaminique Bellebcir, (2008)
Flavonols -Antiinflammatoire Vi 1995
Bellebeir, (2008) -Antioxydante. inson, (1995)
-Activité anticancéreuse | (Nkhili, 2009)
2 (contre les cancers du Hennebelle et
= | Anthocyanes prostate , du poumon et
£ | (Bellebcir, 2008) du colon). al., (2004)
S 0 o - propriétés
= e vasculoprotectrices
== . 7 - Contre le vieillissement
Ho 0 cellulaire, en améliorant
I”¢lasticité et la densité de
la peau.
- Antiseptiques urinaires
Tanins hydrosables =
. . H o /
(tanin gallique) w b—f ] .
HO { . ~0 (}‘\ -
AL
\\) ~0Q 0. o
MJ);} ?/\ . -le recyclage de I'urée Brunet, (2008)
Mo om ' f: par la diminution de la Bruneton., (1999)

Tanins condensés

Tanins

(prorobinetinidine)

concentration d'ammoniac
dans le rumen.

-Activités
antimicrobiennes

; Peronny.,

(2005)
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4.1. Matériel

4. 1. 1. Récolte et préparation des plantes Ruta tuberculata et Pergularia tomentosa

Les plantes qu’elles sont étudiées dans le présent travail, R. tuberculata et P. tomentosa
ont été récoltées au mois de mars 2018, du sud d’Algérie (de la superficie d’agricole Bordj
Ennouse, Municipalit¢ de Rase El-miaade et d'El-Hajeb, respectivement, wilaya de Biskra).
Les deux espéces sont identifies par “CRSTRA®“ (Centre de recherche scientifique et
technique des régions arides, Biskra).

Apres la récolte, la partie aérienne de chacune de deux plantes est nettoyée et séchée a
I’ombre dans un endroit sec et a température ambiante. Aprés quelque jour de séchage, les
plantes ont été ensuite emballées et stockées en des sacs en papier a température ambiante

jusqu’a leur utilisation.

4.1. 2. Matériel biologique
Pour examiner I’effet toxicologique de différents extraits des plantes R. tuberculata
et P. tomentosa, des souris males, Swiss albino, de poids varie entre 25 a 30g, sont utilisés
comme un modele expérimental, procurés au laboratoire des animaux de 1’institut Pasteur
(Algérie). Les souris sont regroupés dans des lots (cinq animaux /cage) et hébergés pour
une période de dix jours d’adaptation aux conditions d’hébergement, ou ils ont alimentés
en nourriture classique de bétail de la marque ABSVL (Ain Defla) et en I’eau potable a

satiété, a 20°C, ainsi que la photopériode est de 12h/12h.

4.1. 3. Réactifs chimiques

Les solvants et les produits chimiques qui sont utilisés dans notre expérience sont de
la marque (Sigma et biocham): Méthanol, Acétone, Acétate d’éthyl, Ether de Pétrole,
Chloroforme, Acide Gallique, Catéchine, Quercétine, Folin-Ciocalteu, Vanilline,
Magnésium, Formaldéhyde, Acétate de Sodium, Anhydride acétique, Acide
Chlorhydrique (HCI), Phosphate Sodique Monobasique(NaH,PO,4), Phosphate Sodique
dibasique (Na,HPO,), Carbonate de Sodium (Na,COs;), Acide Sulfurique (HSO,),
trichlorure de Fer (FeCls), Trichlorure d’aluminium (AICl3), iode(l,), iodure de potassium
(KI), Hydroxyde de potassium (KOH), Hydroxyde de sodium (NaOH), 1’eau physiologie
NaCl 0.09% , paraffine, Xyléne, EUKITT, Eosine aqueuse 2%, Alcool éthylique 96.7° et

le réactif de Stiansy.
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4.2. Méthodes

4.2.1. Préparation de différents extraits des R. tuberculata et P. tomentosa

4.2.1.1. Extraction aqueuse

Les extraits aqueux de R. tuberculata et de P.tomentosa ont ¢été préparés par la
décoction du 100g de la partie aérienne de chaque plante, pendant 15 min selon les méthodes
décrites par Ratheesh et Helen (2007) et Thenmozhi (2011), respectivement. Aprés une
filtration sous vide, le filtrat ensuite est séché a 40°C dans 1’étuve. Les extraits aqueux (EAQ)

obtenus, brun en poudre, sont conservés a -4°C.

4.2. 1. 2. Extraction méthanolique

Selon les méthodes de Bekheet et al. (2011), Khlifi et al. (2013) et Salem et al. (2013)
I’extrait méthanolique brut (EMet) de chacune des plante, R. tuberculata et P. tomentosa, a
¢té obtenu par une macération de 100g de la partie aérienne (10% ; w: v) dans du
méthanol/eau (80%) pendant 48 h. Apres filtration sous vide, le filtrat subit 1’évaporation
(rota vapeur, thermo spectronic, USA), puis séché dans I’étuve a 40°C et I’extrait récupéré

brut cristallin verdatre est également conservation a - 4°C.

4.2. 1. 3 Extraction par ’acétone et ’acétate d’éthyle

Selon la méthode de Kacem et al. (2014) avec petites modification, la macération de
100g de la partie aérienne de chaque plante a été effectuée dans du 300ml d’éther de pétrole
pendant 2h avec une agitation douce. Apres une filtration, les résidus obtenus ont été macéré
pendant 48h dans de I’acétone ou 1’acétate d’éthyle (10% w: v). Les solvants organiques
sont ensuite éliminés par évaporation, jusqu’a obtenir des extraits concentrés. Apres séchage a
40°C dans I’étuve, des extraits acétoniques (EAc) et d’acétate d’éthyle (EACE) verdatres en

forme d’une gomme sont conservés a -4°C.

4.3. Screening phytochimique des extraits de R. tuberculata et P. tomentosa

4. 3. 1. Caractérisation des saponosides

La présence des saponosides dans les différents extraits (EAQ, EMet, EAc, EAcCE) de
la partie aérienne du R. tuberculata et de P. tomentosa a été caractérisé par 1’apparition d’une
mousse persistante a I’agitation vigoureuse, selon la méthode de N’Guessan et al. (2009).
Dans ce test, 10 ml de chaque extrait a été agité dans le sens vertical pendant 15s, puis laissé
au repos de 15min. Une hauteur de mousse supérieur a lcm indique la présence des

saponosides.
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4. 3. 2. Caractérisation des polyphénols

Les polyphénols sont caractérisés, dans les différents extraits (EAQ, EMet, EAc, EACE)
des plantes ¢tudiées, en utilisant le chlorure ferrique (FeCls). Brievement, 2ml de FeCl; 2%
(w : v) ont été additionné a 2ml de chaque filtrat d’extrait. ’apparition d’une coloration bleue-
noire ou verte, plus ou moins foncée, indique la présence des polyphénols (N’Guessan et al.,

2009).

4.3. 3. Caractérisation des flavonoides

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction de cyanidine (Ciulel, 1982). 1ml de
chaque extrait a ¢ét¢ mélangé avec 100ul d° HCl concentré et quelques copeaux de
magnésium. Le dégagement de chaleur (Aliyu et al., 2011) et I’apparition d’une couleur rouge

ou orange est confirmé la présence des flavonoides (Karumi et al., 2004).

4. 3. 4. Caractérisation des alcaloides

Par I'utilisation du réactif de Wagner (2g d’iodure de potassium KI+1,27g d’iode I, +
100ml d’eau distillée), les alcaloides ont été caractérisés (Benzahi, 2001 ; Chaouch, 2001).
2ml de ce réactif ont été additionné a 2ml de chaque filtrat d’extrait et la formation d’un

précipité blanc jaunatre fait assurer la présence des alcaloides.

4. 3. 5. Caractérisation des coumarines

La détection des coumarines est indiquée par la disparition de la couleur jaune d’un
mélange réactionnel en présence KOH, lorsqu’on ajoute I’acide HCl (Hindumathy, 2011).
C’est pour cela, 2ml de chaque filtrat d’extraits étudiés ont ét¢ mélangé avec quelques gouttes
de KOH 10% (w : v), et une couleur jaune s’apparait immédiatement. Ensuite, dix gouttes d’

HCI concentré ont été ajoutées au mélange précédant.

4. 3. 6. Caractérisation des tanins
Selon Dohou ef al. (2003), deux a trois gouttes de FeCls 1% (w : v) ont été
additionnées a Iml de chaque filtrat d’extrait, la coloration verdatre au bleue-noire indique la

présence des tanins galliques et brune-verdatre en présence de tanins catéchiques.

La discrimination entre les deux types de tanins a ét¢ menée par 1’'usage de réactif du
Stiansy (10ml de formaldéhyde +5ml d’HCI concentré). Pour cela, 15ml de réactif Stiansy ont
été mélangés a chaque extrait, ce mélange est ensuite incubé au bain marie a 80°C durant

30min.
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L’apparition d’un précipité en gros flocon indique la présence des tanins catéchiques, la
caractérisation des tanins gallique se fait par la filtration de la solution précédente, le filtrat
obtenu est saturé ensuite par I’acétate de sodium, 1’addition de 3 gouttes de FeCls 1% (w:v)
provoquerait 1’apparition d’une coloration bleu- noire intense, signe de la présence de tanins

galliques (N’Guessan et al., 2009).

4. 3.7. Caractérisation des stéroides

La présence des stérols a été¢ mise en évidence par I’ajout de Sml d’anhydride acétique a
Sml de chaque extrait dans une capsule, puis le mélange est versé dans un tube a essai en
présence du 0,5ml d’acide sulfurique concentré. L’apparition d’une coloration violette qui

vire au bleu puis au vert refléte une réaction positive (Harborne, 1998).

4. 3. 8. Caractérisation des terpenoides
Sml de D’extrait a été ajouté a 2ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfurique
concentré. La formation d’un anneau maron-rougea 1’interphase confirme la présence des

terpenoides (Khan et al., 2011).

4.3. 9.Caractérisation des quinones libres et des antraquinones

Sur un volume de chaque extrait, quelques gouttes de NaOH 1% ont été ajoutées. Une
couleur qui vire au jaune, rouge ou violet qui s’apparait indiquant la présence des quinones
libres (Oloyde, 2005). Par ailleurs, la détection des antraquinones est assurée le test de Dohou
et al., (2003) par un virage de couleur au rouge de la phase aqueuse obtenu . Préalablement,
10ml de chaque filtrat d’extrait brut ont ét¢ mélangé a 10ml de chloroforme. Apres une
agitation manuelle pendant une minute, le mélange est laissé en repos 24h. Ensuite, une petite
quantité¢ de KOH 10% (w : v) a été ajoutée a la phase aqueuse obtenue apres la filtration de

mélange réactionnel incubé.

4. 4. Quantification des métabolites secondaires du R. tuberculata et P. tomentosa

4. 4. 1. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu des extraits (EAQ, EMet, EAc et EAcCE) de la partie aérienne du R.
tuberculata et de celle du P. tomentosa en polyphénols totaux a été déterminé par la méthode
décrite par Slinkart et Singleton (1977), en utilisant le réactif de Follin-Ciocalteau 10% (v :
v). L’acide gallique (20-160ug/ml) est le standard utilisé pour établir la courbe d’étalonnage,

qu’a partir de laquelle la teneur des différents extraits en polyphénols totaux est estimée, en
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basant sur I’équation de régression de la gamme d’étalonnage (Figure 3). Les résultats sont

exprimés en ug EAG/mg d’extrait.

200ul de chaque extrait Img/ml ou de I’acide gallique, a différentes concentration, ont
¢été ajoutés a 1ml de réactif de Follin-Ciocalteau 10%. Aprés 4min, 800ul de carbonate de
sodium (Na,COs3) 7,5% (w : v) sont additionnés. Le mélange réactionnel est incubé pendant
les 2h suivante a température ambiante. L’absorbance a été lue a 765nm (JENWAY 6300

spectrophotométre).

4. 4. 2. Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides des extraits (EAQ, EMet, EAc et EACE) de la partie
aérienne du R. tuberculata et P. tomentosa a été estimée selon la méthode du trichlorure
d’aluminium AICI; (Bahorun et al., 1996), qui se repose sur la formation d’un complexe
jaunatre AlCls-flavonoide, a partir d’une réaction entre les atomes d’oxygéne de
groupements hydroxyle présentent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides et le trichlorure

d’aluminium (Lanika, 2005).

Iml de la solution AICl; 2% (w : v) a été ajouté a 1ml de chaque extrait del mg/ml
ou de la quercétine (4 a 35ug/ml) qui est utilis€ comme un standard, le mélange laissé
réagit pendant 10 min a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 430nm. La
concentration du flavonoide est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme

d’étalonnage établie du standard et est exprimée en ug EQ/mg d’extrait.

4. 5. Etude de la toxicité aigue des extraits de Ruta tuberculata et Pergularia
tomentosa

4. 5. 1. Préparation des lots

Cette ¢tude toxicologique est menée dans le présent travail sur 75 souris males Swiss

albino pour examiner la toxicité aigu€ de extraits aqueux et méthanoliques de R.

tuberculata et de P. tomentosa et a fin de déterminer, si possible, la dose 1étale DLsy qui

cause la mort de 50% d’une population d’animaux testé, en appliquant la méthode

graphique standardisée par Miller et Tainter (1944), si cette dernicre est inférieure aux

doses limites de test (2000 et 5000mg/kg) prévus par les lignes directrices de ’OCDE.

Les souris males Swiss albino, marqué pour 1’identification individuelle, sont répartis
selon I’homogénéité de leur poids en 15 lots (n=5 animaux) et laissés pour s’adapter au

nouvel environnement pendant dix jours dans des cages en polyxéne et dans des contions
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favorables d’hébergement. Ils ont été suivis quotidiennement avec 1’alimentation par une
nourriture classique et recoivent 1’eau potable a satiété¢ avant et apreés 1’administration des

doses a tester.

4. 5. 2. Préparation et administration des doses
Différentes doses de 50, 500, 1000, 2000 et 5000mg/kg de 1’extrait aqueux EAQ et
méthanolique EMet de R. tuberculata et uniquement les deux doses limites (2000 et
5000mg/kg) des extraits aqueux EAQ et méthanolique EMet de P. tomentosa ont été
préparées, en premier ordre, dans de 1’eau physiologique saline de NaCl 0.9% pour étudier

leur toxicité aigué€ sur un intervalle du temps de 14jours (tableau 6).

Dans le premier jour de I’étude toxicologique qui dure 14jours, les souris sont mises
a jeun pendant 2h, avant d’avoir recu les doses testées. En effet, ils sont pesés et ensuite
gavés d’un volume de 0,5ml de chaque dose, administré une seule fois a un seul lot (n=5),
par voie orale a I’aide d’une sonde gastrique, selon la méthode de 1'ajustement des doses,
par des essais limite et principal, proposée par Bruce (1985) pour la détermination de la
toxicité aigué et la DLsy des produits chimiques (OCDE, 2001 ; OCDE, 2008). En
revanche, les animaux du groupe témoin ne regoivent qu’un volume de 0,5ml de I’eau

physiologique saline lors de gavage (OCDE, 2001 ; OCDE, 2008).

Tableau 6. Groupes préparés pour I’étude toxicologique de R. tuberculata et P.

tomentosa.

Groupe | Dose administrée Groupe | Dose administrée

AQPy00 | 2000mg/kg d’AQ de P. MetPyop0 | 2000mg/kg d’EMet de P.
tomentosa tomentosa

AQPspp | 5000mg/kg d’AQ de P. MetPso0 | 5000mg/kg d’EMet de P.
tomentosa tomentosa

AQRs5 50 mg/kg d’AQ de R. MetRsy | 50mg/kg d’EMet de R.
tuberculata tuberculata

AQRspp | 500mg/kg d’AQ de R. MetRsoo | 500mg/kg d’EMet de R.
tuberculata tuberculata

AQRjpp0 | 1000mg/kg d’AQ de R. MetR 00 | 1000mg/kg d’EMet de R.
tuberculata tuberculata

AQRy000 | 2000mg/kg d’AQ de R. MetRy000 | 2000mg/kg d’EMet de R.
tuberculata tuberculata

AQRsp00 | 5000mg/kg d’AQ de R. MetRsop0 | S000mg/kg d’EMet de R.
tuberculata tuberculata
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4. 5. 3. Observation des manifestations de la toxicité

La toxicité aigue suivit par des signes cliniques qui se manifestent trés vite apres
I’ingestion de la dose testée. La variation du comportement permet de déterminer les
symptomes associées a la toxicité, en plus ou en moins par rapport aux animaux de lot
témoin, qui peut changer le bien-étre de I’animal (OCDE, 2001 ; OCDE, 2008).

Dans la présente étude, Les signes de la toxicité doivent porter individuellement sur
la mortalité et/ou les modifications de peau, des yeux, des muqueuses et des poils, ainsi
que du systéme nerveux autonome et central, I’appareil respiratoire, de 1’activité somato-
motrice. le tableau suivant représente 1’observation quotidienne, portée de chaque animal
dans chaque lot (Tableau 7), surtout sur la mortalité¢ et les diverses manifestations de
tremblement, 1’léthargie, la tachypenie et dyspnie, la variation de poids, salivation,
convulsion, diarrhée, sommeil et coma, la consommation hydrique (déshydratation) et

I’alimentation (anorexie).

Tableau 7. Observation des manifestations de la toxicité.

1H 3H 1J 2] 3] 4] 5] 6] 7] 8] 9] 10J 11J 12) | 13)

14]

Mortalité

Poids

Peau

Pelage (alopécie)

Yeux

Salivation

Tachy-/dyspnée

Tremblement

Convulsion

Diarrhée

Léthargie,

sommeil et coma

Anorexie et

déshydratation

4. 5. 4. Prélévements du sang et préparation des échantillons
Au quatorzieme jour d’étude, le jour de sacrifice, le sang a été récupéré a partir de la
veine jugulaire externe par décapitation au moment de la jeune des souris. Le sang collecté
de chaque animal est réparti dans deux eppendorfs étiquetés, I’un contenant ’EDTA pour

les analyses hématologiques et I’autre est sec pour effectuer les analyses des parametres
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biochimiques. Le sang sur sec a été alors centrifugé pendant 15min (1000rpm/min, 4°C).
Le plasma récupéré est conservé a - 4°C jusqu’a doser les analyses sériques, en utilisant kit
de la glycémie (Kaplan et al., 1984), le cholestérol, triglycéride (TG), la créatinine (Murray
et al., 1984), I'urée (Méthode de Berthelot 1960), le taux d’Aspartate aminotransférase
(ASAT) et d’Alanine aminotransférases (ALAT).

4. 5. 5. Etude histo-pathologique

Apres la dissection de I’animal, le foie et les reins sont prélevés rapidement sur la glace.
Ils sont préalablement pesés et puis émergés dans le formolaldehyde 10% pour effectuer
I’¢tude des pathologies anatomiques liées a la toxicité qui sont faites ensuite dans le
laboratoire de 1’hopital de gynécologie obstétrique et de pédiatrie (Biskra). Les pieces
anatomiques (fois et rein) des souris ont été déshydratées totalement avant I’inclusion dans la
paraffine, les trois étapes de déshydratation, d’inclusion et de découpage ont été réalisée sur
un automate de circulation, d’inclusion et du microtome respectivement (Leica, Allemande).
Ensuite, les coupes ont été étalées a la surface d'un bain chaud (Leica, Allemande) puis
déposées sur des lames en verre. Le collage et le séchage se font par chauffage de la lame a
I’étuve 74°C. Finalement, les lames passent par une étape de coloration par I’Eosine 2% et

montées de lamelles en verre.

La lecture des lames préparées a été réalisée par Dr. Seghiri T., un médecin spécialiste
en anatomie pathologique -Biskra-. En premier temps aux faibles grossissements en utilisant
impérativement des objectifs plans pour avoir une bonne vue d'ensemble des tissus, les
grossissements finaux (x40) sont nettement plus importants. Des captures de quelques
observations microscopiques ont été réalisées a 1’aide d’un appareil photos (Sumsang Galaxy

14).

4. 6. Analyses statistique
Les résultats des tests de dosage sont exprimés en moyenne de trois répétitions = SD,
alors que ceux des essais effectués in vivo sont exprimés en moyenne = SD selon le
nombre des animaux survécus. Le calcul des valeurs DLs, et les comparaisons faites par le
test de student sont menées par le logiciel SPSS (Statistical Package for Social Science) ou

les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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5.1. Extraction et calcul du rendement

D’une part, les extraits aqueux (EAQ) sont préparés a partir une décoction la partie
aérienne d R. tuberculata et P. tomentosa, respectivement selon la méthode de Rateesh et
Helen (2007). En effet, cette méthode nous permet d’extraire le maximum des composés
bioactifs polaires. d’autre part les extraits hydro-alcoolique, d’acétate d’éthyle et acétoniques
(EMet, EACE et EAc) de la partie aérienne de chacune des plantes étudiées ont été obtenu
selon la méthode décrite par Bekheet et al. (2011), Khlifi et al.(2013), Salem et al.(2013) et
KACEM et al. (2014), respectivement, par macération dans des différents solvants a polarité

décroissante le méthanol 80%, 1’acétate d’éthyle et ’acétone.

Le rendement correspond au rapport entre le poids de 1’extrait obtenu et le poids de la
matic¢re végétale utilisée (Falleh et al., 2008). En fin, on a remarqué que le rendement obtenu
de I’extrait aqueux de chaque plante est toujours supérieur a ceux d’EMet> d’EAc > d’EACE,
respectivement, et leurs valeurs sont de I’ordre de 31%, 9,4%, 0,69% et 0,4% pour le R.

tuberculata (Figure 3) et de 23%, 6,7%, 1,4%, 1,4% pour le P. tomentosa (Figure 4).

Rendement %
35 31%

30
25
20
15
10

069% _ 0.4%
EAQ Emet Eac EACE

Figure 3. Rendement de différents extraits EAQ, EMet, EAc et EACE du R. tuberculata.
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Rendement %
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Figure 4. Rendement de différents extraits EAQ, EMet, EAc et EACE du P. tomentosa.

Les études menées sur les différents systémes solvants utilisés dans 1’extraction des
métabolites secondaires a base des planes indiquent que 1’eau, le méthanol et leur mélange
sont les plus utilisés pour une récupération maximale des métabolites secondaires a grande
polarité, principaement les acides phénoliques et certains flavonoides. En effet, les alcools et
I’eau sont les préférables car ils ont I’avantage d’étre non polluants, moins chers et non
toxiques par rapport a d’autres solvants (Xia ef al., 2011 ; Bbouzid et al., 2011). Cependant,
les solvants organiques d’extraction, ’acétate d’ethyl et 1’acétone, restent les meilleurs
extracteurs des flavonoides de polarité moyenne et apolaires tels les flavonoides glycosides et

les flavonoides aglycones (Joki¢ et al., 2010).

En comparaison aux rendements d’extraction du R. fuberculata obtenus dans le présent
travail, 1’¢tude, qui a été effectuée sur I’espéce R. chalepensis L., a montré un rendement
d’EMet et d’EACE plus important avec des valeurs égal a 11% et 7,4% respectivement, avec
un faible rendement d’EAQ de 10.4% (Kacem et al., 2015). De plus, les travaux réalisés par
Zeghouane (2014) sur ’EMet du R. tuberculata et R. tripartitus, ont montré que les
rendements obtenus sont de 26,49% et 22.88% respectivement, toutefois, ils sont supérieurs

que celui trouvé dans notre étude 9,39%.

Par ailleurs, le rendement d’EMet du P. fomentosa 6.70% quel présente notre étude est
supérieur que celui rapporté dans les études de Bekheet er al. (2011) sur la méme espece

d’une valeur de 5,6%.
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En effet, le rendement est relatif aux propriétés génétiques caractérisant les différentes
especes, a la méthode et aux conditions dans lesquelles ’extraction a été faite. De plus, cette
différence peut étre due a la matiere végétale utilisée (Smith-Palmer et al., 2001), Il se varie
en fonction de la partie récoltée de la plante et de la saison de récolte. En outre, il est
fortement li¢ aux facteurs géographiques ou la nature du sol et édaphoclimatiques. Le mode et

les conditions de stockage peut également influer sur le rendement Lee et al. (2003).

5.2. Screening phytochimique

Les résultats du screening phytochimique sont obtenus en fonction de I’observation
d’un virage de couleur ou d’une précipitation durant la réaction de différents réactifs utilisés
avec les métabolites secondaires contenu dans chaque extrait (EAQ, EMet, EAc et EACE) des
deux plantes Ruta tuberculata et Pergularia tomentosa. Ces résultats sont présentés

respectivement dans les tableaus ci-dessous (Tableau 8 et 9).

Les tests de screening phytochimiques des quatre extraits réalisés sur la partie aérienne

du plante Ruta tuberculata et Pergularia tomentosa.

Tableau 8. Screening phytochimiques de différents extraits du R. tuberculata.

S @ ] =2 3 @ (
=] 1 ] g % = @ g ) v Qe 2.2
» < = 5] S S - NG '? = = = = =)
S E S| & =78 = £ = 5|z T
= s | E 28| = 5 — = s I = =| 3
S S 5|3 E| 8 £ > & S S 2 S8 R =
& | <3S 7|2 |8 |® |2 |E |F§F %5
2] @) =] = [
EAQ + - + - - - ++ + ++ + -
EMet - - - + - + ++ ++ - ++ -
EAc - - + + + + - - - - +
EACE - - + + + + + - - - +

24




Chapitres Résultats et discussion

Tableau 9. Screening phyto-chimiques de différents extraits de P. tomentosa.

S g | 8 2z | g . 2
= & o = = g 2 = = n L2 e 2|2
7] S = [P} [ f ) ) * = = = = S| =)
= = =) e P [=) « e = 5| = l=pl
£ s =| £ 2| = 3 < = E 2| s = §
S 15 =5 & =8 E & = S g = & T &
g | < &< = 3 s = S S| 5
wn @) = = [
EAQ + - + + + - + ++ - + -
EMet . - - - - T ++ | ++ - + -
EAc - - - + + ++ - + + + +
EACE - - - - + ++ - - + + +

(-) : absence ; (+) : faible présence ; (++) : présence moyenne ; (+++) : forte présence.

Nous remarquons la richesse de EAQ en saponosides, qui sont absants totalement dans
les restes d’extraits (EMet, EAc, EAcE) pour les deux plantes R. tuberculata et P. tomentosa.
Concernant les quinones libres, nous observons leur présence dans tous les extraits de la
plante R. tuberculata a 1’exception de I’EMet. Par contre, tous les extraits de la plante P.
tomentosa semblent dépourvu les quinones libres a I’exception de son EAQ, en absence totale

des anthra-quinones dans tous les extraits soit de R. tuberculata ou méme de P. tomentosa.

En outre, les différents extraits des deux plantes étudiées présentent une richesse en
stérols a part que leur EAQ. En revanche, le test phytochimique de caractérisation des
terpénoides a montré que les extraits EAc et EACE sont exclusivement les seuls qui possédent

ce métabolite chez les deux plantes.

Cependant, la présence des coumarines uniquement dans les EAc et EACE des deux
plantes a noté, avec leur présence également dans I’EAQ de R. tuberculata. De plus, le test
des alcaloides a ¢té montré que les extraits R. tuberculata contiennent les alcaloides sauf
I’EAQ, au contraire, ce métabolite secondaire se restreint uniquement dans les EAQ et EAcE

de P. tomentosa.

Par ailleurs, les EAQ et EMet de deux plante étudiées présentent un importe contenu en
polyphénols, flavonoides et en tanins, sachant que, la plante P. tomentosa semble plus riche

en tanins condensées par tous ses extraits que la plante R. tuberculata.
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5.3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui contiennent dans leur
structure un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un
glucide (Boizot et Charpentier, 2006). Ces phénols tels que les acides phénoliques, les
flavonoides et les tanins sont connu récemment comme des molécules bioactives quels
possédent des capacité antioxydants, anti-inflammatoire, antiallergique, antibactérienne,

antivirale et vasodilatatrices (Li et al., 2007 ; Gulcin et al., 2010).

C’est ce que nous a motivé a doser ces métabolites dans les quatre extraits de chacune
des plante Ruta tuberculata et Pergularia tomentosa, en appliquant a la fois la méthode de
Slinkaret Singleton (1965) qui nous permet d’estimer la teneur des extraits en polyphénols et
la méthode au trichlorure d’aluminium pour le dosage des flavonoides (Bahorun et al., 1996).
En effet, les teneurs en polyphénols et en flavonoides de chaque extrait ont été calculées a
partir de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage établie par 1’acide gallique et la
quercétine, respectivement (figure 5 et figure 6). Les valeurs de teneurs sont exprimées en ug

EAG/mgE et en pg EQ/mg E comme elles sont envisagées dans le tableau 10.

3,00 v =0,0072x + 0,1839

2,50 R2=0,9971

2,00
1,50

1,00 /‘//
0,50 ‘/t

0,00 T . . )
50 100 150 200

Absorbance a 765nm

-0,50

-1,00
Concentration (ng/ml)

Figure S. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique m*=SD (n=5).
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Absorbance a 430 nm

y = 0,0357x 10,1472
R*=0,9912
5 10 15 20 25 35 40

Concentration (ng/ml)

Figure 6. Courbe d’étalonnage de quercetine m+SD (n=5).

Tableau 10. Teneurs des extraits de R. tuberculata et P. tomentosa en polyphénols et en

flavonoides.
Plante Extrait pg EAG/mg E EQ/mg E
EAQ 6,61 + 2,02 3,29+ 0,16
EMet 5,80+ 1,03 4,66+ 0,17
R. tuberculata EACE 3,52 0,96 11,05+0,20
EAc 6,36 + 1,19 8,18+ 0,08
3,57+ 0,11
EAQ 8,52+ 1,21
1,79+0,17
EMet 5,56+ 1,44
11,13+ 0,06
P. tomentosa EACE 778+ 2,48
3,97+2,23
EAc 7,13+ 0,76

5.4. Toxicité aigué des EAQ et Met des plantes R. tuberculata et P. tomentosa

5.4.1. Pourcentage de la mortalité

Dans la présente étude de la toxicité aigué des extraits EAQ et EMet du R. tuberculata

et P. tomentosa a ét¢ effectuée sur des souris males Swiss Albinos regroupés en 15 lots de

Sanimaux /lot. Elle est menée conformément a la directive de I’OCDE (2001) et (2008), en
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examinant différentes doses (50, 500, 1000, 2000, 5000mg/kg) de chaque extrait (EAQ et
EMet) de R. tuberculata et de deux doses limites (2000mg/kg et 5000mg/kg) pour chacun des
extraits EAQ et EMet de P. fomentosa. Les doses sont administrées une seule fois par par

voie orale ou gavage qui se fait a I’aide d’une sonde gastrique.

L’observation de la mortalité chez les souris traités par les deux extraits EAQ et EMet
du R. tuberculata et P. tomentosa sont faite pendant les 14 jours d’étude. Cependant, nous
avons enregistré une faible mortalité dans certains groupes gavés par les EAQ et EMet
comme illustre le tableau 11. Selon les lignes directrices de I’OCDE (2008), la DLs, est
inférieure a I’une des doses limites 2000 ou 5000mg/kg si on constate au moins 3 morts/ 5
animaux dans 1’un des groupes recevant la dose 2000 ou 5000mg/kg. Ce qui nous a permis de
prédire que la DLsy est se situe au-dela de la dose limite 5000mg/kg pour tous les deux

extraits de plantes étudiées.

Tableau 11. Nombre et pourcentage de la mortalité apres le gavage.

EAQ EMet
N°m/N°t | M% | N°m/N°t | M%
Lot Témoin 0/5 0% 0/5 0%
50 mg/kg 0/5 0% 0/5 0%
500 mg/kg 0/5 0% 0/5 0%
R. tuberculata | 1000 mg/kg 1/5 20% 1/5 20%
2000 mg/kg 0/5 0% 0/5 0%
5000 mg/kg 0/5 0% 1/5 20%
P tomentosa 2000 mg/kg 1/5 20% 0/5 0%
5000 mg/kg 0/5 0% 0/5 0%

(N°m) : nombre de mortalité ; (N°t) : nombre totale des animaux ;
(M%) : pourcentage de la mortalité.

Selon Frank (1992), la substance ou I’extrait testé est Iégerement toxique si la valeur de
DLsg se situe entre 500 et 5000mg/kg. D’apres les résultats de la mortalité engendrée par les
extraits de R. tuberculata et de P. tomentosa, leur DLsj est superieur de cet intervalle et alors
les plantes pourraient étre considérée 1égérement toxiques. Ce qui permet de classer les deux
extraits dans la catégorie des substances faiblement toxique, selon la classification de Hodge

et Sterner (Frank, 1992)
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5.4.2. Variation du poids corporel

Durant 1’étude de la toxicité aigu€ d’EAQ et EMet des deux plantes Ruta tuberculata et
Pergularia tomentosa, la prise du poids corporel des souris, a été faite du 1% jour avant
I’administration des doses jusqu’aul4™™, et la variation pondérale a été calculée et

représentée dans le tableau 12.

Variation du poids corporel(%) = (Pj —Pjo) *100/Pj,

D’aprés les résultats obtenus en comparaison au groupe témoin, la variation de poids
corporel des animaux pendant la surveillance semble une croissance différentielle dans la
masse moyenne pour tous les lots a différentes doses administrées de EAQ et
EMet (5000mg/kg, 2000 mg/kg, 1000mg/kg, 500mg/kg, 50mg/kg) de la plante R. tuberculata
et les doses limites (5000 mg/kg, 2000 mg/kg) concernant la plante P. tomentosa.

Tableau 12. La variation du poids corporel des lots recevant les différents extraits de R.
tuberculata et P. tomentosa

EAQ EMet
Temps To (2) Ti(g) V(%) | To(g) Ti(2) V(%)
Témoin 25.8+0.8 |26£1.6 |0.78 |/ / /

R. tuberculata | 50mg/kg 28.6+2.1 | 38.2£3.1 | 33.6 28.8+2.2 | 33.4+£53 | 15.8

500 mg/kg | 31.2+4.8 | 33.844.3 | 8.3 30.6+£3.8 | 34+3.9 11.1

1000 mg/kg | 2943.6 32.5£3.4 | 12.1 23.7£0.6 | 31.7+£2.5 | 33.8

2000 mg/kg | 27.843.8 | 36.6+£2.8 | 31.6 26.6+£3.3 | 34.4+£2.5 | 293

5000 mg/kg | 27.2+4.4 | 33.8£2.6 | 24.3 26+2.9 33.7£0.5 | 29.8

P. tomentosa | 2000 mg/kg | 26+£2.05 | 31£52 | 19.2 26.2+4.8 | 32.4£3.6 | 23.6

5000 mg/kg | 23+2.24 | 31.6+3 37.4 28.4+2.2 | 31.4£3.3 | 10.6

To: avant I’administration de la dose testée T : le 14°™ jour V (%): Pourcentage de variation

Selon les lignes directrices d’OCDE (2001) et (2008), ’anorexie ou la perte de poids
corporal résulte d’une réduction de consommation alimentaire et elle est portée comme un
indicateur de I’altération du bien-étre de 1’animal qui se lie a la toxicité par des substances
administrées. Dans notre étude, les doses gavées aux souris de tous les groupes soit de R.
tuberculata et P. tomentosa n’influencent pas négativement sur le poids corporel par contre

on a enregistré une augmentation dans la masse moyenne de chaque groupe qui se varie de
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8% a 33% pour les groupes AQR et entre 16% a 33% pour les groupes MetR. Le svariation
enregistrée pour les groupes AQP et MetP se varie de 10,6%, 19,2%, 23,6% et 37,4% en
fonction de I’extrait et la dose administrée (Tableau 12)
5.4.1. Symptomes cliniques liées aux effets d’extraits EAQ et Met des plantes
étudiées
Apres 1’administration, une seule fois et par gavage, de différentes doses d’extraits
EAQ et EMet de R. tuberculata et de P. tomentosa aux souris males Swiss albino, les
symptomes de la toxicité aigué sont ensuite suivis pendant les 14jours, en aval, en
surveillant la mortalité et le changement en comportement général des animaux qui se
traduit a un tremblement, une l1éthargie, une tachypenie ou dyspnie, une variation de poids,
une salivation, une convulsion, une un diarrhée, sommeil ou coma, une déshydratation et
une anorexie. En effet, la prise des manifestations liées a I’altération du bien-étre de

I’animal est faite par rapport a un lot témoin.

Dans la présente étude toxicologique, on n’a constaté aucun signe d’intoxication sur le
groupe témoin recu 1’eau physiologique Na Cl 0,9% et les animaux de ce groupe témoin

possedent un comportement normal avec une consommation alimentaire et hydrique normale.

Par contre, la surveillance des groupes traités par les différentes doses d’extraits EAQ et
EMet du R. tuberculata et de P. tomentosa, nous permet d’avoir noté I’apparition des signes
cliniques principalement le sommeil, le tremblement, la tachypnée, I’anoxie et la
déshydratation 1égéres pendant les 14 jours, ce qui indique la présence d’une certaine
intoxication chez les souris en fonction de I’extrait et la dose administrée. En effet, le tableau
13, qui illustrent les signes observés sur les groupes recevant des différentes doses des EAQ et
EMet de R. tuberculata, montre que les animaux de tous les lots traités par cette plante
présentent des différents signes de la toxicité, qui s’apparaissent pendant les premiers huit
jours. En effet, ces manifestations semblent relativement plus importantes quand la dose
administrée sera augmentée. En outre, on a observé une disparition de la plupart de ces signes

4eme

a partir de 8" jour jusqu'au 1 jour, la fin d’expérience.

Encore, on a constat¢ que les animaux de groupe AQRjp ont apparus la plus de
souffrance telle que la longue durée du sommeil, 1”’1éthargie, la rougeur de la peau, 1’alopécie

(voir Annexe3.), I’anoxie et la déshydratation et encore la respiration laborieuse de 6™ jour
au 9°™jour, ainsi que la tachypnée qui persiste jusqu’au dernier jour. Par contre, 1’intoxication

quelle présentent les groupes AQRspp0 et MetRsgg9, semble moins importante et se manifeste
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par la tachypenée, le tremblement et la somnolence pendant les premiers 24h d’administration

avec ’apparition d’une rougeur de la peau. Alors que I’alopécie ne se manifeste qu’apres le

7éme

jour et uniquement dans le groupe AQRsp09 avec un larmoiement léger.

Cependant, le tremblement et tachypnée ont été observés chez les souris de I’EAQ;¢go et

EMet, 00, en ensemble, pendant les deux premiers jours seulement de I’étude toxicologique, ou

que certains souris tombent en sommeil et perdent leurs appétit pendant la 1°h de gavage.

Par ailleurs, les quatre groupes (AQRso et EMetsg, AQRsg0 et MetRsgp) n’ont monté

qu’un faible nombre de signes cliniques tels la somnolence, la convulsion, la tachypnée et le

tremblement qui sont disparus aprés le 2" jour.

Tableau 13. Signes cliniques observés chez le animaux de différents groupes traités par

I’EAQ et Met de R. tuberculata.

Dose Surveillance EAQ EMet
1*h au 2°™ jr -Perte 1égere d’appétit (anorexie) et déshydratation
% -Tachypnée, Sommeil suivi par Tremblement
B 2™ jrau 8™ jr | - Somnolence
E -Anorexie et déshydratation 1égéres
w . .
8“™jrau 14™™ jr | - Disparition de tous les signes
1°°h au 2°™ jr -Sommeil et Tachypnée
0 - Tremblement et convulsion
== -Anorexie et déshydratation moyennes
&0
E 27" jrau 8" jr | - Somnolence
@ -Anorexie et déshydratation moyennes
§ 8™ jr auld®™ jr | -Anorexie et déshydratation légéres et Disparition des autres signes
~
S 1*h au 2°™ jr -Sommeil suivi par Tremblement -Tremblement
5 -Larmoiement
~§ o0 -Anorexie et déshydratation moyennes
= %n -Tachypnée
§ g 27" jrau 8" jr | -Changement de couleur de la peau | -Tachypnée
>
= § -Somnolence
-Anorexie et déshydratation moyennes
8°™jr au 14™ jr | Anorexie et déshydratation légéres et Disparition des autres signes
1*h au 2° jr - Sommeil et Tachypnée -Tachypnée et Tremblement
-Somnolence et convulsion
%" -Anorexie et déshydratation légéres
=Y . .
g 2°" jrau 8™ jr | - Somnolence -Tachypnée et Tremblement
§ - Tachypnée -Somnolence et convulsion
o Sémcjr au 14°™ jr | -Perte Pelage (alopécie)
-Rougeur de la peau
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-Tachypnée
-Anorexie et déshydratation moyennes
1“h au 2°™ jr -Larmoiement

-Anorexie et déshydratation 1égéres.
- Somnolence, Tachypnée et Tremblement

2°"jr au 14°™ jr | -Rougeur de la peau - Somnolence.
-Perte du pelage

- Anorexie et déshydratation moyennes

5000 mg/kg

En comparaison au groupe témoin et aux groupes traités par les extraits de R.
tuberculata, les quatre groupes (AQP2pp0 €t AQPsp00, MetP2ogo €t MetPsog) qui recoivent I'une
des doses limites (2000 ou 5000mg/kg) de 1’un des extraits EAQ ou EMet de la plante P.
tomentosa, présentent des symptdmes moins importants tels que la Tachypnée, le
tremblement, la convulsion, une Ilégeére anoxie et déshydratation, qui s’apparaissent
uniquement sur les animaux de 1 heure jusqu’au 8™ jour, en absence du sommeil & longue
durée. Par contre, ces signes sont disparus chez tous ces groupes pendant le reste de la

période d’étude de 8°™ jour jusqu’a la fin de I’expérience (Tableau 14).

Tableau 14. Signes cliniques observés chez le animaux de différents groupes traités par

I’EAQ et Met de P. tomentosa.

Dose | Surveillance EAQ EMet
< o 1“h au 8™ jr - Tachypenie, tremblement et convulsion
§ %n -Anorexie et déshydratation 1égéres
§ E Sémcjr au 14 jr -Rougeur de la peau -Disparition des autres signes
S § -Disparition des autres signes
E 1°°h au 8™ jr - Tachypenie, tremblement et convulsion
?4; - -Anorexie et déshydratation 1égéres
& § ; 8™jrau 14™ jr | -Anorexie et déshydratation légéres

D’apres les résultats obtenus dans la surveillance et la prise des signes de la toxicité,
nous suggérons que les extraits aqueux de la plante R. tuberculata exercent un effet toxique
plus important que les extraits de la plante P. fomentosa et que I’EAQ de R. tuberculata est

plus toxique que son extrait EMet. Cela peut étre di a leur contenu en alcaloides.

En effet, les alcaloides, en particulier les alcaloides quinol-izidiniques quels contiennent
les plantes médicinales, sont connus par leurs effets toxiques neurologiques, en provoquant le

sommeil a longue durée, la convulsion et le tremblement (OCDE, 2001). De plus, la
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respiration laborieuse et l'accélération du rythme cardiaque sont dues probablement a l'atteinte
du systéme nerveux centrale quelle provoque les alcaloides. En outre, ces métabolite
secondaires peuvent présenter un effet hypoglycémiant, en provoquant ainsi I'hypotension et
la dépression respiratoire (Kinghore et Balandrin, 1984; Wink, 1993). ils sont considérés de
facon générale comme des agonistes des récepteurs nicotinique et muscariniques de
l'acétylcholine et des inhibiteurs des canaux Na+/K+ (Schmeller et al., 1994 ; Carbonnelle et
al., 2003), ce qui se traduit par un changement dans le comportement général de I’animal qui
recoit un apport de ces métabolites. Cela peut expliquer I’apparition de différents signes de la
toxicité intensivement chez les groupes traités par les extraits de la plante R. tuberculata,
notamment son extrait EAQ riche en alcaloides, que les groupes recevant une dose de I'un
des extraits EAQ et EMet de P. tmentosa. Par ailleurs, I’empoisonnement par les saponines

peut conduire a la perte d’appétit et en conséquence la réduction de poids (Alain, 2002).

5.4.3. Analyses des paramétres hématologiques

Le sang sert a transporter de nombreux molécules, parmi lesquelles le médicaments et
xénobiotiques, comme des composés étrangers qui sont distribués par la circulation sanguine
(Timbrel, 2009). L'hématotoxicité est une atteinte toxique des cellules sanguines et des tissus
hématopoiétiques. La moelle osseuse produit des cellules souches qui sont des précurseurs
des globules rouges, des globules blancs, et des plaquettes (Baker, 2012; Deshpande, 2005).
Les globules blancs jouent un role essentiel dans 1'inflammation, la coagulation et le systéme
immunitaire, cependant, les globules rouges fournissent principalement de 1'oxygéne a toutes
les cellules du corps et éliminent le carbone dioxyde de ces cellules (Baker, 2012; Deshpande,

2005).

L’hémogramme correspond a 1’analyse quantitative (compteurs ¢€lectroniques)
permettant de chiffrer le nombre de globules blancs (WBC) en 10°/1, de globules
rouges(RBC) en 10'%/1 et de plaquettes (PLT) (sont utiles & I'hémostase primaire (clou
plaquettaire)) en 10%1. L'hémoglobine (HGB) sanguine correspond a la quantité
d'hémoglobine contenue dans 1 dl de sang. L'hématocrite c’est la répartition des globules
rouges par rapport au plasma (exprimée en %). Volume Globulaire Moyen (VGM) est
exprimé en p’. 1l s'agit d'une valeur moyenne, la taille des globules rouges pouvant varier

(anisocytose).

Les résultats des analyses hématologiques obtenus pour les différents lots traités ou non

par les extraits EAQ et EMet de I'une des plantes R. tuberculata et P. tomentosa sont
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représentés, respectivement, dans les tableaux 15 et 16 ci-dessous. Les résultats obtenus pour

les analyses hématologiques de sang collecté, a partir des groupes AQR et AQP et de groupe

témoin, ont montré qu’il n’y a pas d’une différence significative (p> 0.05) entre eux

concernant tous les paramétres hématologiques WBC, RBC, HGB, HCT et VGM a

I’exception des groupes AQRjp0 et AQPsopo qui semblent une réduction significative (p<

0.05) dans les parametres RBC, HGB, HCT avec une réduction hautement significative (p<

0.0001) chez le groupe AQRgpo.les valeurs du PLT chez les groupes AQR et AQP et le

groupe témoin ont montré aucune différence significative (p> 0.05), par ailleurs, les groupes

AQR3000 et AQPsp99 ont montré une augmentation peu significative (p< 0.05).

Tableau 15. Analyses hématologiques du sang collecté des groupes recevant des différentes

doses de ’EAQ de R. tuberculata et P. tomentosa.

WBC RBC HGB HCT VGM PLT
Lots ao’m (10"/1) (g/dl) (%) ) ao’m
Témoin | 3.0+1.3 | 842+1.0 | 143+1.7 | 42.96%5.1 5.120.06 | 335.60+ 64.9
AQRs) | 4.7£2.6™ |83+3.4™ [ 13.9+5.6™ | 48,90+5,63™ | 5.03£0.2™ | 430,67+94,94™
AQRsy | 63227 | 8.6£0.90™ | 14.40+1.4™ | 43.20£4.3™ | 5.02+0.2™ | 375.80+57.4™
AQRygp | 2.5+4.5™ | 2.60+4.1" | 4.6+7.0° 3,3540,85 | 5.97+0.9™ | 378,00+107,48™
AQRygp | 5.142.0™ | 6.742.7" | 12.00+4.8™ | 42,1545,19™ | 5.440.1" | 529,00+111,26
AQRsq | 4.1£2.5™ | 6.8£3.7° | 11.68£6.2™ | 43,05£5,60™ | 5.2+0.2™ | 426,50+ 35,27
AQPy | 7.34£0.97 | 8.4+0.9™ | 143+1.7™ | 43.05£5.1™ | 5.1+0.1™ | 380,00+62,48™
AQPsy | 3.6£1.03™ | 6.18+1.49" | 10.5542.6° | 31.65+7.7° | 5.1+0.1™ | 260,00+42,43™

ns (p > 0.05) : non significative ; * (p < 0.05) : significative; ** (p<0.01) : trés significative, *** (p <
0.001) : hautement significative.
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Tableau 16. Analyses hématologiques du sang collecté des groupes recevant des différentes

doses de ’EMet de R. tuberculata et P. tomentosa.

WBC RBC HGB HCT VGM PLT
Lots 10°n 10"y (g/dl) (%) () 10°n
MetRs, 6.0£02™ | 6.2+3.0" | 12,55£3.46™ | 30.8+13.9™ | 5.02+0.2™ | 1628,50+144,96*
MetRsg, 5.12.4ns | 9,1241,97 | 15.25£2.16™ | 48,00+ 5,72™ | 4,9240.2™ | 805,00£103,24%*

ns *

MetR 000 6.9£0.6 | 8.0+1.3™ | 13.7£2.0™ 41.1 £5.98™ | 5.1+£0.1™ 213,67+ 24,85*
MetRy00 3.9+1.6ns | 7.6£2.6™ | 14,33+2,16™ | 42,98+6,48 ™ | 4.96+0.08" | 324,00+ 43,35ns
MetRsg00 4.8+19ns | 8.2+1.1™ 14.1+1.8™ | 48,00£5,72™ | 5.2+0.1™ 387,33+72,82%
MetPao00 54+1.9° | 7.8+1.1™ 13.2+1.7% | 42,80+2,13™ | 5.1£0.2™ 385,00 £58,95ns
MetPsoo 2,6£035™ | 5,03+1,72 | 6.6+£3.97 | 27.20+8,68 | 5.4+0.08" | 416,67+97,55ns

ns (p > 0.05) : non significative ; * (p < 0.05) : significative; ** (p<0.01) : trés significative, *** (p <
0.001) : hautement significative.

Toutefois, les groupes qui recoivent I’EMet, a différentes doses de R. tuberculata et de
P. tomentos, possédent des parametres hématologiques de valeurs qui sont statistiquement
non significatives, en comparaison au groupe témoin, a 1’exception de groupe MetPsyp ou on
a constaté une réduction significative (p<(0.01) notamment pour les valeurs de RBC, HGB,
HCT et VGM. De plus, une autre exception a été notée chez les groupes MetR g et MetPygq0
qui présentent une augmentation significative dans la valeur de WBC. Par contre, on a
remarqué que la valeur de PLT engendrée par toutes les doses a semblé une augmentation en
comparaison a celle enregistrée chez le groupe témoin, a I’exception de groupe MetRsy qui
présente une augmentation hautement significative et on remarque une réduction significative

pour le groupe MetR .

La diminution significative des taux de globules rouges et de I’hématocrite pourrait étre
liée a la présence de I’hémolysine, une substance saponoside a effet hémolytique (Yuldasheva

et al., 2005), dans ces extraits notamment dans 1’extrait EAQ.

La présence de tanins suggéré la capacité a jouer un role majeur comme un agent anti-

diarrhéique et antihémorragique (Awoyinka et al., 2007).
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5.4.4. Analyse des parametres biochimiques

A D’échelle traductionnelle, 1’utilisation des substances extraites des plantes médicinales
est vaste et toutefois certaines d’entre elle sont utilisées irréguliérement et non soigneusement.
Ce qui peut induire la toxicité qui s’associe parfois a la perturbation des parametres
biochimiques (OCDE 2001 et Kacem et al., 2014). En effet, nombreux composés a bases de
plantes s’accumulent aprés leur absorption dans certains organes, notamment le foie et les
reins, les responsables de la biotransformation et l'excrétion (Clarke et Clarke, 1977), en
provoquant leurs dysfonctionnements par une augmentation ou diminution de certains
parametre tels que les activités des transaminases (ALAT et ASAT), des taux de créatinines,
d’urées, du glycémie, triglycérides et de cholestérol dans le sérum sanguin (Talkian, 1979 ;

Kacem et al., 2014).

Dans notre étude toxicologique, nous avons examingé 1’effet probable des extraits EAQ
et EMet de la partie aérienne du R. tuberculata et P. tomentosa a différentes doses sur les
parametres biochimiques des souris males Swiss albino en comparaison aux valeurs
enregistrées par le groupe témoin, tandis que les analyses biochimiques sont effectuées sur le
sérum sanguin récupéré des souris, apres centrifugation a froid. Les résultats obtenus sont

regroupés dans les tableaux 17 et 18, respectivement.

Tableau 17. Analyse des parameétres séro-biochimiques de tous les lots de ’EAQ de R.

tuberculata et P. tomentosa.

Glycémie Urée Créatinine Tri- Cholestérol ALT AST
(g (g (mg/1) glycérides (g/) uIn I
(€:4))
Témoin 1.7£0.1 0.8+0.1 0.6+0.4 2.4+0.7 1.2+0.1 79.00+£9.64 | 380+69.40
EAQ50 R | 1.14+£0.337 | 0.36£0.117 [ 0.99+1.68™ | 0.61+0.05" | 0.97+0.38™ | 71.25+ 269.00+
2.7 16.29"
EAQ500R | 1.33+0.27° | 0.40+£0.05" |227+1.53™ | 1.01+0.31" | 1.42+0.38™ | 64.00£8.1™ | 496.00+
66.56™
EAQ1000 | 1.41+0.14" | 0.59£0.06 | 1.48+0.67™ | 0.72+0.08" | 2.69+0.86 | 45.00+4.7™ | 231.25+67.
R 51"
EAQ2000 |2.42+0.42" | 0.81£0.19™ | 1.65+0.33+ | 1.10+0.16" | 3.03+£0.72"" | 65.20£7.9™ | 320+69.69
R * ns
EAQ5000 | 1.77+0.37™ | 2+0.56" 2.17+0.627 | 3.3440.87™ | 1.5620.69™ | 74.75+9.7™ | 304.75+
R 80.25™
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EAQ2000P | 1.24+0.35" | 1.50+0.67 1.21£0.36™ | 3.57+0.30™ | 0.56+0.12" | 66.25£10.0 | 375.50+73.
lnS 48nS

EAQS5000P | 1.91+0.42™ | 0.94+0.30™ | 0.82+0.28™ | 1.98+0.56™ | 1.61£0.63™ | 82.60+10.9 | 311.40+
5" 73.69"™

ns (p > 0.05) : non significative ; * (p < 0.05) : significative; ** (p<0.01) : tres significative; *** (p <
0.001) : hautement significative.

Tableau 18. Analyse des parameétres séro-biochimiques de tous les lots recevant ’EMet de R.

tuberculata et P. tomentosa.

Glycémie Urée Créatinine | Triglycéride | Cholestéro | ALT AST
(g/) (g/) (mg/l) s 1 (U1N) (UIN)

en (€:20))
EMet50R | 1.20+0.5™ | 022+ | 4.24+1.71" | 0.88+0.37" | 1.25+0.60™ | 90.00+6 | 407.25+
0.09""" 0.89™ | 261.65™
EMet 500R | 1.37+0.3™ | 0.77+0.2™ 10.60+ 1.39+ 1.76+0.55™ | 130+36. | 504,67
247" 0.52" 33 | £65,16"
EMet1000 | 1.60£0.1™ | 0.71+0.3™ 2.70+ 0.88+0.127 | 2.80+0.51™ | 81.00+ 247+
R 0.34" 7.07™ | 94.57™
EMet 2000 | 2.05£0.2™ | 0.81£0.1™ | 2.16£0.48" | 1.25+0.23 3.48+ 57.20+1 | 345.20+
R 032" 1.71™ | 121.86™
EMet 5000 | 1.55+0.2™ 1.98+ 1.49£020° | 3.02+0.80™ | 1.15+0.19™ 60+ 360+
R 0.46" 10.07™ | 61.77®
EMet 2000 | 1.62+£0.5™ | 1.48+0.80 | 2.05+0.63° | 3.96+1.27 | 0.77+0.22" | 62.80+1 | 290.40+
P s 2.48™ | 57.50™
EMet 5000 | 2.08+0.4™ | 1.03£0.4™ | 0.86+0.27™ | 2.32+0.73" | 1.33+0.30™ | 93.60+8 | 450.60+
P 68™ 720

ns (p > 0.05) : non significative ; * (p < 0.05) : significative; ** (p<0.01) : tres significative; *** (p <

0.001) : hautement significative.

En comparaison avec des valeurs indiquées par le groupe témoin, Les résultats obtenus

ont montré le taux de glycémie subit significativement (p < 0.05) une diminution modérée

chez les souris gavés par les doses 50, 500 et 1000 mg/kg d’EAQ du R. tuberculata et

AQPyg09. Par contre, ce parameétre présente une augmentation importante (p <0.01) chez les

groupes traits par le dose limite 2000mg/kg de EAQ de la méme plante (Tableau 17).

Cependant, tous les groupes traités par les différentes doses de I’EMet de chacune des deux
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plantes semblent un taux de glycémie similaire statistiquement a celui engendré par le groupe

témoin.

En effet, la concentration sanguine de glucose dépend des proportions relatives de
glucose entrant dans la circulation du glucose utilisé (Marshall et Banger, 2005) et la stabilité
de la glycémie est un indicateur de I’hémostasie (Serge, 1985). Cependant, les métabolites
secondaires, notamment les alcaloides, les polyphénols, les flavonoides, les tanins et les huiles
essentielles, posseédent une activité hypoglycémiante (Martes et farnsworth, 1996 ; Sanjay,
2002). L’étude effectuée par Marghem (2015) a confirmé que la plante R. montana et ses
extraits présentent une activité¢ antidiabétique. En effet, les alcaloides peut exercer un effet
toxique associ¢ a I’altération de métabolisme hépatique, en empéchant le stockage du glucose
sous forme du glycogene, ce qui se traduit a une hyperglycémie observés chez le groupe

AQR2000.

Les résultats ont indiqué une diminution notable et significative de taux du
triglycéride TG chez les souris de groupes AQRso, 500, 1000, 2000 €t MetRso, 1000. Par contre, ce
taux semble étre statistiquement normal chez les animaux de groupes AQP 2000, AQP 5000 €t
MetPsop0 ce qui indique que les extraits testés de P. tomentosa n’influencent pas sur ce
paramétre. Par ailleurs, le taux de cholestérol subit une légere diminution chez les groupes
AQP;p0 et MetP;yp et une augmentation progressive chez les souris de groupes AQR;ooo,

AQR 2000 et MetRgoo.

En effet, la diminution significative des taux sériques de cholestérol et de triglycérides
montre que les extraits testés pourraient contenir des molécule bioactives ont un effet hypo-
lipidémiant (Makni et al., 2008), notamment 1’Met de R. tuberculata. Selon les travaux de
Rasekh et al., (2001), la lipidémie quelles induit un extrait végétal est peut attribuer a sa
teneur en quelque polyphénols et des flavonoides, qui empéchent la formation des micelles et
des acides biliaires dans le tube digestif ce qui interfere avec l'absorption du cholestérol et

dans ce cas le cholestérol est excrété (Sujin et al., 2009).

Les reins sont des principales cibles de la toxicité induite par des substances toxiques et
leurs dérivés a cause de ses fonctions de filtration, d’évacuation des urines et de 1’élimination
des dérivés chimiques qui résultent de différentes voies métaboliques. L exposition des reins
a ces substances peut provoquer une altération dans la structure glomulaire et tubulaire
(Gueegen et al., 2012). Cette toxicité est déterminée par I’analyse des facteurs biochimiques

rénaux tels 1’urée et la créatinine.
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Dans la présente étude, aucune différence significative de la créatininémie n’est
observée chez les groupes traités par AQRso, 500, 1000 , €t les groupes recevant les doses limites
2000 et 5000mg/kg de ’EAQ et ’EMetsggo de P. tomentosa, au contraire aux groupes traités
par ’EMet et EAQ2000, s000 du R. tuberculata qui présentent une augmentation significative
dans ce parameétre. Cependant, 1’urémie est influencée négativement par des doses 50,500,
1000 et 2000mg/kg de ’EAQ de la plantes R. tuberculata et on a remarqué une augmentation
massive dans ce parameétre chez tous les groupes traités par les différentes doses de I’EAQ et
I’EMet de P. tomentosa et la dose limite 5000mg/kg de ’EAQ et I’EMet de R. tuberculata.

Ainsi que il y a une diminution chez les groupes d’EAQso, 500, 1000 de R. tuberculata.

D’aprés ces résultats, nous concluons que, sur les marqueurs rénaux, ’EAQ de R.
tuberculata est moins toxique que son extrait EMet seulement pour les faibles doses allant au
2000mg/kg. Tandis que, la plante P. tomentosa peut influencer sur les marqueurs rénaux,

notamment ’urémie, qui sont en relation au dysfonctionnement rénal.

Par ailleurs, les résultats obtenus ont montré qu’il s’agit d’une diminution
significative dans le taux de ’ASAT uniquement chez les groupes AQRsy et AQR 0o alors
que '’EAQ et ’EMet soit de R. tuberculata ou de P. tomentosa n’affectent pas I’activité cette
transaminase. En outre, ces extraits, a différentes doses, n’engendrent aucun effet toxique sur

I’activité de ’ALAT.

L’ALAT et ’ASAT sont des enzymes indicateurs a la fonction hépatique (Rahma et
al., 2001), la présence de ces transaminases dans le sérum sanguin en faible quantité et de
taux bien déterminé, dés qu’un organe ou un tissus est 1és¢, ou elles sont libérées dans la
circulation générale apres I’endommagement tissulaire. En effet, I’activité de ces enzymes est
I’'un des indices de la Iésion hépatocytaire aigué¢ (Gaw et al, 2004). Une augmentation
provoquée par les substances toxiques telle que les tannins dans les activités des amino-

transférases peut induire la cytolyse (Marchal et Bengert, 2005).

5.4.5. Etude histo-pathologique

Dans notre étude, les observations microscopiques des coupes histologiques hépatiques
et rénaux et la lecture des lames préparées ont été faites sous la supervision de Dr. Seghiri T.,
Médecin spécialiste en anatomie pathologique (I’hdpital de gynécologie obstétrique et de
pédiatrie -Biskra). Les résultats obtenus (Tableau 19) ont montré alors 1’histopathologie

d’EAQ et EMet du R. tuberculata et P. tomentosa sur ces tissus.
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Tableau 19. Effet histopathologique d’EAQ et EMet du R. tuberculata sur le tissu hépatique.

xtrait
Doses

EAQ EMet
(mg/kg)
Témoin un parenchyme Normal un parenchyme Normal

1000 lésion nécrotico-inflammatoire lobulaire lésion nécrotico-inflammatoire

et portale (**). lobulaire et portale discrete (*)
2000 1ésion nécrotico-inflammatoire lobulaire | 1ésion nécrotico-inflammatoire lobulaire

et portale (**). et portale.

(inflammation subaigiie modéré*).

5000 1ésion nécrotico-inflammatoire lobulaire | 1ésion nécrotico-inflammatoire lobulaire

portale.
(inflammation subaigiie modéré).

portale.
(inflammation subaigiie 1égere).

(**) : Présente dans plusieurs endroits ; (*) : présente dans des endroits limites.

T: Foie

a Fratt, s
3 -7 "
\, 3y

g Gloméi‘ufe"i :

-

Figure 7. Coupe histologique du foie et rein du groupe témoin (x40).

Tableau 20. Effet histopathologiques d’EAQ et EMet du R. tuberculata sur le tissu rénal.

extrait
Doses EAQ EMet
(mg/kg)

Témoin un parenchyme Normal un parenchyme Normal
1000 inflammation subaigiie 1égére inflammation subaigiie 1égére
2000 inflammation subaigiie 1égere inflammation chronique légere
5000 inflammation chronique légére** inflammation chronique légere*

(**) : Présente dans plusieurs endroits ; (*) : présente dans des endroits limites.
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Le foie des souris témoins qui a re¢u que 1’eau physiologie (NaCl 0.9%) présente un
aspect normal avec un parenchyme d’architecture lobée discrétement mal, Chaque lobe est
constitu¢ d’hépatocytes disposé autour d’une veine centrale appelée veine centrolobulaire qui
recoit le sang a partir du parenchyme hépatique, entre les lobes on trouve les espaces portes

qui sont constitués d’une veine, d’un artere et canal biliaire (A)

Les reins des souris t¢émoins présentent une architecture normale avec parenchyme rénal
plein normal, nous observons les glomérules, qui sont entourés d’une capsule et assurent la
filtration glomérulaire du sang, passage de 1’eau et des composés de faible poids moléculaire

dans le tube urinifére (B).

k i .‘ 5 N ‘h@A_?'m"’ Pl . 0 - R5000 Met. Foie
Figure 9. Coupe histologique du foie du groupe AQRspp0 (A) et (B) MetRsgg (x40).
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“ R1000 Met. Foie-

R 7 L BWPT 3L Bye

Figure 12. Coupe histologique du rein du groupe EAQsgo0 (A) et EMetsooo (B) (x40).
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Figure 13. Coupe histologique du rein du groupe AQR o9 (A) et (B) MetR oo (x40).
Tableau 21. Effet histopathologique d’EAQ et EMet du P. tomentosa sur le tissu hépatique.

extrait
Doses EAQ EMet
(mg/kg)
Témoin parenchyme Normal parenchyme Normal
2000 inflammation chronique discrete inflammation chronique légere
5000 inflammation chronique légere inflammation chronique légere

Figure 14. Coupe histologique du foie du groupe AQP200 (A) et (B) MetPyoo (x40).
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Figure 15. Coupe histologique du foie du groupe (A) AQPspoo et (B) MetPsggo (x40).

Tableau 22. Effet histo-pathologiques d’EAQ et EMet du P. tomentosa sur le tissu rénal.

extrait
Doses EAQ EMet
(mg/kg)
Témoin Normale Normale
2000 Inflammation chronique légere Inflammation chronique légere
5000 Inflammation chronique 1égére Inflammation chronique discréte

Figure 16. Coupe histologique du rein du groupe (A) AQP2op et (B) MetPygoo (x40).
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Figure 17. Coupe histologique du rein du groupe (A) AQPsop et (B) MetPsoo (x40).

D’apres la lecture, sous le microscope au grossissement X40, des coupes hépatiques, on
peut constater que les coupes hépatiques des souris administrées par ’EAQ du R. tuberculata
présentent des lésions lobulaires et portales sous forme d’inflammation progressivement
intense avec la présence des cellules nécroses, ces lésions apparus par la présence des
polynucléaires ¢€osinophiles et des lymphocytes plasmocytaires ainsi que des cellules

binucléés et balonisé qui indique la souffrance des cellules avant leurs nécroses.

L’aspect histologique de tissus rénaux des groupes gavés par 'EAQ et I’EMet de cette
plante présente des 1ésions inflammatoires 1égeres auteur les vaisseaux sanguins. Les 1ésions
sont apparus au niveau de des coupes hépatiques et rénales qui sont gavés par I’EMet sont

moins légeres que celle-ci de ’EAQ.

Par ailleurs, les groupes gavés par 'EAQ du P. tomentosa montre que les lésions
hépatiques sont présentes sous forme inflammation légere croissante dépend de la dose,
I’aspect hépatique chez les souris de groupe EAQPsgy est arboré de déclencher une mitose
typique significatif conduisant le renouvellement cellulaire pour la substitution des cellules
nécrosées. Cependant, les groupes MetPygo9 et MetPsogp présentent similairement des 1ésions
inflammatoires légeéres associées de la présence d’amas des lymphocytes au niveau des
endroits limites avec des cellules nécrosés. Par contre, les coupes histologiques de tissu rénal
de souris gavées par ’EAQ et EMet des deux plantes étudiées sont discrétement et

légérement enflammées.
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Depuis des siecles, ’Homme avait 1’habitude d’utiliser des plantes médicinales comme
un remede dans le traitement des maladies, car elles s’averent bénéfiques et efficaces.
Actuellement, nombreuses recherches phytopharmaceutiques ont montré qu’elles contiennent

des substances bioactives possédant des propriétés et des vertus thérapeutiques.

Ruta tuberculata et Pergularia tomentosa sont des plantes médicinales fréquemment
employées dans la médecine traditionnelle algérienne, elles sont riche en polyphénols et
flavonoides qui fonctionnent dans le traitement contre les maladies liées aux stress oxydant, a

I’inflammation, au diabéte et au cancer, ...etc.

En 1% ordre, ce travail avait pour objectif d’extraire des métabolites secondaires
présentent dans les plantes de Ruta tuberculata et Pergularia tomentosa par 1’eau, le
méthanol, I’acétate d’éthyle et ’acétone pour caractériser leur contenu en métabolites a effets

biologiques et pour déterminer sa teneur en polyphénols totaux et en flavonoides.

La détermination du rendement d’extraction nous permet de conclure que les meilleurs
extracteurs sont 1’eau et le systéme hydroalcoolique avec les rendements les plus élevés sont
ceux enregistrés de 'EAQ et ’EMet respectivement, chez les deux plantes R. tuberculata et
P. tomentosa avec des valeurs de 1’ordre de 31%, 23% (EAQ) et 9.4%, 6.70% (EMet)
respectivement. Ce qui révele la richesse de ces plantes en métabolites hydrosolubles polaires

et de polarité moyenne.

L’¢étude screening phyto-chimique des différents extrait de deux plantes a montré que
I’EAQ et ’EMet riches en polyphénols, flavonoides et en tanins, sachant que touts les
extraits de la plante P. tomentosa apparaitront que les tanins condensés présents en
abondance que celle-ci de R. tuberculata. Cependant, les alcaloides présentent uniquement
dans I’EAQ de P. tomentosa et ’EMet de R. tuberculata. Par contre, les saponosides
s’apparaissent exclusivement dans ’EAQ des deux plantes. Cependnat, les EAc et EACE des
deux extraits semblent contenir les stérols, les terpenes et les coumarines. En effet, ce dernier

métabolite a été détecté méme dans I’EAQ de P. tomentosa.

Par ailleurs, la quantification des polyphénols totaux et des flavonoides a montré que les

extraits EAQ et EMet de plantes sont les plus riches en polyphénols qu’en flavonoides.
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Tandis que, I’extrait EACE pour les deux plantes P. tomentosa et R. tuberculata semble avoir
la teneur la trés importante, en flavonoides, que les autres extraits avec des valeurs de

11.1£0.06 et 11.05+0.20, respectivement.

En 2°™ ordre, ’étude de la toxicité aigué de différentes doses des extraits EAQ et EMet
des plantes R. tuberculata et P. tomentosa a été effectuée sur des souris Swiss albinos
regroupés en 14 lots (n=5) contre un groupe 15°™ le témoin, par I’administration orale des
différentes doses ou NaCl0.9% une seule fois selon les lignes directrice de ’OCDE. Les
résultats obtenus apres 14jours de suivi ont montré que I’EAQ du R. tuberculata a provoqué
des signes de la toxicité plus importants que son extrait EMet surteot en induisant le sommeil
et le convulsion et que les extraits de P. fomentosa qui n’induisent qu’un effet moindre et
presque négligeable sur le comportement des souris utilisés comme un modéle animal.
Cependant, le taux de la mortalité n’atteint qu’a 20% chez les groupes AQR 900, MetR oo,

MetR 5000, €t AQP2000, €n absence de la mortalité dans le reste des groupes.

D’apres ces résultats et ceux des analyses biochimiques et hématologiques qui sont
influencés un peu chez certains groupes, nous sommes arrivés a conclure que les extraits R.
tuberculata sont légerement toxique avec une valeur de DLsy peut étre située entre 500 et
5000 et que les extraits de la plante P. tomentosa sont non toxiques avec une valeur de DLsg

peut étre supérieure a la dose limite 5000mg/kg.

Enfin, il est suggéré d'autres recherches qui doivent étre effectuées pour:

eldentifier les molécules actives pouvant étre responsables des effets toxiques

causés par les plantes R. tuberculata et P. tomentosa.

eD’¢évaluer in vivo ’activité antioxydante, antidiabétique et anti-inflammatoire
des deux plantes.

eD’étudier in vivo l'effet des différents extraits du R. tuberculata et P.
tomentosa sur le systéme nerveux central.

eD’¢évaluer I’activité antioxydante in vitro des deux plantes.
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Annexes

Annexe 1. Préparation de tampon phosphate PBS
(50mM), préparé en mélangeant la solution acide de NaH,PO4 2H,0 (50mM) avec la solution
basique de Na,HPO4 2H,0 (50mM) jusqu'a D’obtention d’un pH égale a 7.4. Le mélange
obtenu est ensuite supplémenté par du NaCl (150mM).

¢ Phosphate sodique monobasique NaH,PO4 2H,0O: PM =119.98g/mol

119.98g — 1mol

119.98x0.05
1

X — 50X10~ mol. Donc X 6g.

6g — 1000ml donc 3g dissoute dans 500ml eau distillée (préparation sous
agitation)

¢ Phosphate sodique bibasique Na,HPO,42H,0: PM =141.96g/mol

141.96g —» 1mol

141.96%0.051

X — 50X10~ mol. Donc X 7.1g.

7,1g — 1000ml donc 3,55¢g dissoute dans 500ml eau distillée (préparation sous
agitation)

On fait mélanger les deux solutions apres la préparation de chaque a part d’une fagon a
obtenir une solution a pH treés proche a 7,4. Puis on fait ajuster le pH a 7,4 par 1’ajoutement
de NaOH ou HCI.

Ensuite la solution qui son pH est plus proche de 7,4 est supplémentée de NaCl 150mM.
PM de NaCl est égal 58,44g/mol. Donc 9,7g dissoute dans 1L de tampon

Si le tampon que vous avez préparé préalablement est de volume 1L on ajoute directement
sue lequel le poids pesé de NaCl et on fait agité le tous.

Annexe 2. Préparation de I’anticoagulant EDTA
e Sel dipotassique d'EDTA 20g
o Eau distillée fraichement bouillie 200ml

1. On abesoin 20ml donc on peése 2g



2. Transvaser a la pipette 100ul de cette solution dans de petits récipients (ou tubes)
destinés a recueillir Sml de sang. C-a-dire 20ul d’EDTA dans chaque eppendorf (on a
besoin de 80 eppendorf pour les parameétres hématologiques)

3. On peut méme aspirer une petite quantité de cette solution dans des pipettes Pasteur
puis la rejeter et laisser sécher les parois internes. Laisser sécher 1’anticoagulant en
plagant ces récipients pendant une dans une étuve.

4. Bien secs puis bouchés hermétiquement, les tubes ou les pipettes se conservent
plusieurs années.

Annexe 3. Quelques signes cliniques de la toxicité induits par les extrait du R.tuberculata a
différents doses.
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Résumé

Dans le premier temps, notre travail est basé sur le calibrage phytochimique des différents extraits
I’EAQ, I’EMet, I’EAc, I’EACE (extraction par la décoction et macération) de la partie aérienne du
R.tuberculata et P.tomentosa pour détecter la présence des métabolites secondaires ainsi que, des tests de

dosage pour estimer la concentration de polyphénols totaux, de flavonoide présents dans ces extraits.

Au deuxié¢me temps, 1’¢tude de la toxicité aigue de ’EAQ et I’EMet du R.tuberculata et P.tomentosa a
été évaluée par la mortalité et 1’observation des manifestations cliniques chez les souris traités par ces extraits a
différents doses gavés a 1’aide d’une sonde gastrique ( voie oral),nous avons suivi la toxicité aigue a partir le
dosage des paramétres biochimique et hématologiques et 1’observation microscopique des coupes histologiques

des tissus hépatiques et rénales .

Mots clés : R.tuberculata , P.tomentosa, toxicité aigue.

Absrtract

First, our work is based on the phytochemical calibration of the different extracts EAQ, EMet, EAc,
EACE (extraction by decoction and maceration) of the aerial part of R.tuberculata and P. tomentosa to detect
the presence of secondary metabolites as well as, assay tests to estimate the concentration of total polyphenols,

flavonoid present in these extracts.

In the second phase, the acute toxicity study of the EAQ and the EMet of R.tuberculata and P.tomentosa
was evaluated by mortality and observation of the clinical manifestations in the mice treated with these extracts
at different doses. gaved using a gastric tube (oral route), we followed the acute toxicity from the assay of
biochemical and haematological parameters and the microscopic observation of histological sections of the

liver and kidney tissues.

Key words: R.tuberculata, P.tomentosa, acute toxicity.
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