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INTRODUCTION

Selon I’organisation mondiale de la santé, 80% de la population mondiale dépend de la
phytothérapie et de 1'usage des plantes médicinales afin de répondre aux besoins de santé.
Ce phénomeéne n’est pas limité aux pays en voie de développement et les causes principales

en sont d’ordre historique et culturel (Daoudi et al., 2015).

Les plantes médicinales constituent une composante fondamentale dans les secteurs de santé
et d’agro-alimentaire. Ces végétaux représentent un réservoir immense de composés
potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont I’avantage d’étre d’une grande
diversité¢ de structure chimique et possédant un tres large éventail d’activités biologiques
(Allaouni, 2018). Face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, I’évaluation
de la recherche sur les plantes médicinales a été orientée vers I’obtention de phyto-
médicaments présentes sous divers formes galéniques simples répandant a une réglementation
spécifique en maniére précise d’innocuité, d’efficacité thérapeutique et de stabilité (Askri et

al., 2020).

Ruta montana (RM) communément appelée « Fidjel » ou la rue des montagnes est une plante
médicinale utilisée en médecine traditionnelle, notamment en Afrique du Nord, pour traiter
les troubles digestifs, infectieux, gynécologiques et les maladies diabétiques. Aujourd’hui, les
études ont révélé que la RM pouvait étre utilisee dans de nombreuses pathologies impliquées
dans les problemes de santé publique, telles que le diabéte, I’hypertension, troubles du
systéme reproducteur et cancer. Aussi, pourrait remplacer les insecticides et fongicides
chimiques car elle présente des propriétés antifongiques, insecticides et propriétés larvicides
(Oliva et al., 2003 ; Duke et al., 2008 ; Kambouche et al., 2008 ; Belkassam et al., 2011).
Les extraits de RM contiennent beaucoup des métabolismes secondaires telles que : les

flavonoides, les coumarines et méme les alcaloides (Benkhairia et al., 2022).

Cependant, l'utilisation de cette plante comme remeéde ne signifie pas qu'elle soit toujours
bénéfique pour la santé humaine. En effet, les observations de Masri et al. (2015) et de
Allaouni (2018) d'un cas d'intoxication aigué par Ruta montana, l'analyse toxicologique de
I'urine des souris montre une forte présence d'alcaloides, un bouleversement du métabolisme

biochimique sanguin et une toxicité aigle et subaigte significative.



A partir de ces données que nous nous sommes intéressés sur 1’étude toxicologique de Ruta
montana. Ainsi, I’objectif de ce travail est d’évaluer et de comparer chez des souris Albinos
Wistar la toxicité aigiie par voie orale des extraits bruts aqueux des feuilles (stade jeune) et
des parties aériennes (stade adulte) de Ruta montana récoltées durant les mois de Février et
d’Aout.

Ce travail est scindé en deux parties ; une premiere partie bibliographique renseignant sur
I’étude ethnobotaniques, phytochimique ainsi que 1’étude toxicologique de Ruta montana L.
Nous aborderons dans cette partie, les techniques d’extractions traditionnelles et non
traditionnelles des plantes médicinales.

Une deuxiéme partie expérimentale centrée autour de 1’étude in vivo de la toxicité aiglie des
extraits bruts aqueux des feuilles et des parties aériennes de Ruta montana chez des souris
Albinos Wistar. Nous présenterons le mateériel et les méthodes utilisées, nous exposerons et

discuterons les résultats obtenus avant de tirer une conclusion générale sur cette étude.
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CHAPITRE I :
ETUDE ETHNOBOTANIQUE DE RUTA MONTANA

1. Espéce Ruta montana

La plante Ruta montana connu sous le nom vernaculaire « Fidjel » appartient a la classe des
Magnoliopsida, plantes dicotylédones, de la famille des Rutacées.

L’espéce Ruta montana appartient au genre Ruta de la famille des Rutacees (sous-famille des
Rutoidees) originaires de la région méditerranéenne, de Macaronésie (archipels des Acores,
des canaries, de madére et du Cap-Vert) et du sud-ouest asiatique (Claisse, 1993).

1.1. Caractéristiques botaniques :
1.1.1. Description morphologique:
Les Rutacées sont souvent des plantes ligneuses possédant des poches sécrétrices d’un type
qui n’est rencontré dans aucune autre famille dites poches schizolysigénes (Ozenda, 2000).
Ruta montana communément appelée « Rue des montagnes » est un arbrisseau du genre Ruta.
C'est une plante mediterranéenne semi-arbustive, de 40cm a un 1m de hauteur environ, trés

ramifiée et ligneuse a la base (Allouni, 2018).

» La partie aérienne: (Belazizia et Askri, 2019)

e Tiges: Droites, cylindriques, trés rameuses, glabres et glauque de 2 a 5 pieds de
hauteurs.

e Feuilles: Pétiolees, alternes, eparses, composées, d'un vert glauque, a folioles ovales
obtuses, épaisses, légerement dentées sur les bords ou entieres.

e Fleurs: Jaunes, a cing pétales concaves qui renferment dix étamines bien plus longues
que les pétales et terminées par des antheres presque ronds, pédonculées en corymbe
terminal.

e Fruits: Des capsules globuleuses a lobes arrondies et pédoncule court (4 mm) et se
terminent par 4 ou 5 lobes arrondis, apparents; libérant a maturité de petites graines
noiratres.

e Semences: Réniformes, a embryon renferme dans un albumen charnu.

e Odeur: nauséabonde et saveur chaude et amére.



» La partie souterraine: Racines: Blanches, fibreuses et a nombreuses radicules.

K e i ahA 4 9 : . - e

Figure 1: Ruta montana a feuilles (au stade jeune a gauche) et Ruta montana a fleur (stade

adulte a droite) (Daoudi, 2015; Anonyme 1)

1.1.2. Présentation de la famille des Rutacées:
Le genre Ruta appartient a la sous famille des Rutoidées. Ruta vient du grec « rhyte » qui

signifie : sauver, prévenir (Doerper, 2008). En Algérie, il existe 04 espéces:

e Ruta montana

e Ruta chalepensis

e Ruta tuberculata

e Ruta latifolia
Les especes different entre elles par l'allure des feuilles, de la grappe fructifére, des bractées et
des sépales (Quezel santa, 1963; Bezanger, 1986; Ozenda, 1991). La famille des Rutacées



comprend environ 900 espéces regroupées dans 150 genres reparties dans la zone tropicale et
dans les régions tempérées de I'némisphére Sud. La plupart des Rutaceae produisent des
huiles essentielles (Gerardo Cebrian-Torrejon, 2011).

1.2. Classification botanique systématique: (Belazizia et Askri, 2019)
e Reégne: Plantae
e Sous regne: Tracheobionta (plantes vasculaires)
e Super division: Spermatophyta (plantes a graine)
e Division: Magnoliophyta
e Sous division: Angiosperme
e Classe: Magnoliopsida (dicotylédones)
e Sous classe: Rosidées
e Ordre: Sapindales
e Famille: Rutaceae

e [Espece: Ruta montana

1.3. Propriétés pharmacologiques et medicinales:

Ruta montana L. est utilisee en Algérie comme un reméde pour emménagogue,
antispasmodique rubéfiant, poudre écharrotique (Forment et Roques, 1941 ; Chaibebeddra,
2014) contre certaines fievres de l'enfant et comme une drogue avortée, mais avec le plus
grand soin en raison de l'effet toxique en raison de la présence de xanthotoxine (Kabouche et
al, 2003).

L'huile essentielle de Ruta montana L. a un potentiel antioxydant et a une activité
antimicrobienne (Kambouche et al., 2008 ; Belkassem et al., 2011 ; Zellagui et al., 2012).
Un extrait végétal de Ruta (l'extrait végétal préparé a partir de Ruta graveolens, Ruta
chalepensis, Ruta montana L., Ruta angustifolia, ou Ruta corsica) est stimulateur de la

croissance des cheveux (Tabata et al., 2004).



1.4. Répartition géographique en Algérie:

Les Rutacées sont originaires des régions tropicales et tempérées, en particulier de I'Afrique
du Sud et Australien (Gaussen et al; 1982). Par ailleurs, (Judd et al. 2002) ont montré que
les Rutacées sont quasi cosmopolites, mais surtout tropicale et subtropicale.

La rue pousse naturellement dans les endroits accidentés et arides, sur les murs anciens, les
collines séches, et est abondante dans les sols calcaires de la région méditerranéenne (Quezel
et al., 1963). On trouve cette plante dans les rocailles, les paturages et les pelouses, et elle est
commune dans les zones montagneuses de l'intérieur jusqu'a I'Atlas saharien (Clevely et
Richmond, 1997; Allon, 2013).

1. 5. Composition chimique de la rue:

Les espéces de Ruta montana sont la source de divers produits chimiques tels que les huiles
essentielles (cétones grasses), coumarines (rentaline, furanocoumarines, psoraléne,
prégabatten, antitoxine, furoquinoline et derivés d'acridone), flavonoides (rutine) et tanins
(Allouni et al., 2018). Selon des recherches menées sur six alcaloides du genre Ruta, deux
des connu sous le nom de composés 1-méthyl-4-méthoxy-2-quinolone et Evolitrine. Les
nouveaux composes sont la 2-(nonan-8-one)-(1H)-4-quinolone (1), la 2-(nonan8-one)-4-
Méthoxyquinoléine (2), 2-(nonan-8-one)-N-méthyl-4-quinolone (3), 2-(décan-9-one)-N-
Méthyl-4-quinolone (4) (Touati et Ulubelen, 2000).

Une étude réalisée en 2019 par Belkassam et al. a montré que les principaux constituants des
huiles essentielles des parties aériennes de la Ruta montana révéles sont : 2-undécanone, 2-

nonanone, phtalate de monoéthylhexyle, décanone, 2-Acétoxytridécane et 2-Tridécanol.

1.6. Usage dans la médecine traditionnelle:

En Afrique et sur d'autres continents, plusieurs préparations médicinales de cette plante sont

utilisées en médecine traditionnelle (tableau ci-dessous). En général, différentes parties de la
plante sont souvent utilisées en raison de leurs propriétés emménagogues des menstruations,

médicaments abortifs, antispasmodiques, antalgiques et antiparasitaires (Ait Youssef, 2006).
Selon Ait Ouakrouch et ses collégues, la partie la plus couramment utilisée est la graine, tiges

et fleurs, qui sont séchées et transformées en décoction avec du vinaigre de cidre de et du



safran.

Cette utilisation nécessite un massage et une exposition au soleil. Certains herboristes
recommandent de l'associer a des compresses au miel, appliquer localement et laisser reposer
toute la nuit. Il s'avere que l'huile essentielle de Ruta montana d'Algérie contient des
psoralenes (Kambouche et al., 2008). Cette la structure chimique suggére une activité
thérapeutique basée sur la photosensibilisation semblable a Ammi majus (Wessner et al.,
1999 ; Eickhorst et al., 2007 ; Belhadi, 2013 ; Abdellatif et al., 2022).

Ruta montana L. est utilisé comme médicament menstruel en Algérie, poudre
antispasmodique antispasmodique des rougeurs, utilisée dans le traitement de certaines fievres
chez l'enfant et comme une pilule abortive. Mais il faut redoublez de prudence car il y’a la
présence de xanthoxines (Chaibeddra et Zellagui, 2014).

Dans le systéeme cardiovasculaire, il a été démontré que Ruta a un effet positif sur I'isolement
du cceur et des vaisseaux sanguins prolongation de l'oreillette droite et de la réfraction nodale
auriculo-ventriculaire ceeur de rat isolé, activité cardioprotectrice et antiarythmique démontrée

(Qiu et Feng, 1997).



Tableau 1: Quelques usages traditionnels de Ruta montana

Especes

Pays

Partie utilisé

Voie

Usage

Références

Ruta montana

Algérie

Plante

aérienne

Maroc

Plante entiere

Espagne

Plante entiere

Orale

Emménagogue
(régularise le cycle
menstruel),
antispasmodique,
rubéfiant (irritant),
poudre, écharrotique

(cautérisation)

(Liang et al, 2001)

Abortif puissant,
soigne la jaunisse et

photo-sensibilisation

(Claisse, 1993)

Emménagogue,
contre la fievre
abortive,
antispasmodique et
contre les verts

intestinaux

(Suu et al, 1997)




CHAPITRE II:
METABOLITES SECONDAIRES ET ACTIVITES BIOLOGIQUES
DE RUTA MONTANA

2. Les meétabolites secondaires:

Les plantes produisent des produits chimiques de diverses structures telles que métabolites
primaires et secondaires. Ces derniers appartiennent a divers groupes chimiques (composés
phénoliques, terpénes, alcaloides). Il représente une source importante de molécules
disponibles pour I'nomme dans différents domaines comme la pharmacologie et Il'agro-
alimentaire (Macheix et al., 2005).

2.1. Les flavonoides:

2.1.1. Définition:

Les flavonoides sont considérées comme des pigments végetaux presque universels,
habituellement responsable de la coloration des fleurs, des fruits et parfois du feuillage
(Bruneton, 1999). lls varient en quantité et en qualité selon le stade de développement de la
plante (Fritch et Griesbach, 1975). Cela explique en grande partie leur Industrie
alimentaire et colorante. Ils ont aussi un intérét médical considérable (Vauzour et al.,
2001).

2.1.2. Classification:

Les flavonoides sont classés en fonction de leur structure moléculaire. En effet, il y a plus
de 6400 flavonoides. Harborne et Wiliams (2000) ont déterminé leur structure. Le plus
important est Flavones, isoflavonediols, flavanols, flavonediols, aurones, chalcones,
anthocyanes (Effendi et al., 2008).
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Tableau 2: Distribution alimentaire des principales classes des flavonoides (W-Erdman et
al., 2005; Marfak, 2003).

Flavonoides Caractéristiques Exemples
. -Quercétin
Le groupe le plus abondant des composés Que CEt, N
Flavonols o -Kaempferol
phénoliques. -
-Myricetine
Les flavones se different des flavonols
seulement par le manque d'un OH libre en -Utéoline
Flavones C3, ce qui affecte leur absorption aux UV, -Apigénine
mobilité hromatographique et la réaction -Chrysine
de coloration.
Caractérisés par le structurale dont -
. -Genisteine
I'attachement du cycle B se fait en C3. lls .
Flavonones ) - Daidzeine
sont présents dans les plantes sous forme .
. , -Naringénine
libre ou glycosylée.
Flavanols ainsi que flavan3, 4diols sont
tous les deux impliqués dans la -Catéchine
Flavanols biosynthése de proanthocyanidines (tanins -Epicatéchine -
condensés) par des condensations Epigallocatéchine
enzymatiques et chimiques.
Représentent le group? le plus |mportant _Cyanidine
- des substances colorées, ces pigments .
Anthocyanidines . X . -Delphénidine
hydrosolubles contribuent a la coloration .
. -Cyanidol
des angiospermes.

2.1.3. Intérét therapeutique:

De nombreuses études ont montré que les flavonoides ont des propriétés anti-
inflammatoires. Inflammation, qui peut réguler la fonction du systéeme immunitaire
(Middleton et Elliott, 1996). lls protegent également contre le diabéte (Ong et Khoo,
2000).

Il a été rapporté que la myricétine a des effets hypoglycémiants chez certains animaux
diabétiques. Par conséquent, ils peuvent réduire les symptémes de la ménopause, tels que
les bouffées de chaleur. Cet effet a été observé notamment pour les isoflavones de soja
(Nutranews, 2004). Les flavonoides sont également connus pour leur activité antivirale,
ciblant le rétrovirus VIH provoque des symptomes d'immunodéficience acquise (SIDA),
le virus Virus de la grippe, virus de I'herpés (HV), adénovirus (ADV) et virus de la
grippe A (A/WS/33) (Choi et al., 2009).
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Tableau 3: Relation entre structure chimique et activité pharmacologique de quelques

flavonoides isolées de Ruta montana (Benkiki, 2006; Belkassam et al., 2011).

Flavonoides Effet pharmacologique

une action inhibitrice sur le PAF
(Platelet Activating Factor), agent

Rutine Lo . . :
ulcérogene potentiel, et ainsi la réduction
des dommages gastro-intestinaux.
Possede des effets anti-inflammatoires
Quercétine par I’action inhibitrice des enzymes

responsables du métabolisme de I’acide
arachidonique.

2.2. Les coumarines :

Les coumarines appartiennent a la classe des composés phenoliques, elles constituent
avec les flavonoides, les chromones et les isocoumarines, un tres vaste ensemble de
substances. L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un
noyau benzopyrane (Weterman et Grundon, 1983).

Les coumarines de I’espéce Ruta montana se localisent dans toutes les parties de la
plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines, elles sont

fréquemment a I’origine des hétérosides (Bruneton, 1999).

2.2.1. Classification :

Il 'y a quatre principales coumarines sous-types: les coumarines simples,
furanocoumarines, pyranocoumarines et les coumarines pyrone-substitués.

Les coumarines simples : sont I’hydroxyl, alkyle alcoxylé et dérivés de la molécule mére,
la coumarine, avec leurs glycosides.

Furanocoumarines : consistent en un cycle a cingq chainons furanne attaché au noyau
coumarine (Ojala, 2001).

Pyranocoumarine : contient un cycle a six chainons.

Coumarines substitués dans le noyau pyrone : comprennent la 4-hydroxycoumarine

(Jain et Joshi, 2012).
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3.2.2. Intérét pharmacologique des coumarines :

La coumarine a une variété d'activités biologiques, son activité biologique varie avec la
substitution sur le cycle benzopyrone (Barnard et al., 2002). Les coumarines simples
fluidifient généralement le sang par leurs activités vasoconstrictrices et vasoprotectrices,
comme c'est le cas des anticoagulants dicoumariniques produits par l'aescine ou le
mélilot (Mélilotus officinalis). Il a été rapporté que les furocoumarines jouent un role
dans le traitement des cas de spasmes néphrétiques, d'angine de poitrine (Ammi visnaga
khelline).

La capacité de diverses structures furanocoumarines a induire une hyperpigmentation
cutanée transitoire est bien connue. Ces propriétés photodynamiques sont utilisées pour
traiter les symptomes du vitiligo, du psoriasis et d'autres maladies de la peau. lls peuvent
également étre utilisés dans les traitements de bronzage. La visnadine ; une
pyranocoumarine, est douée de proprietés vasodilatatrices coronariennes et présentee
comme ayant une action favorable sur les troubles de la sénescence cérébrale (Hemmar,
2010).

2.3. Les lignanes :
Les lignanes sont issus du couplage oxydatif intramoléculaire de deux unités

phénylpropanoiques, la savinine et la saventinine (Paulini et Schemmer, 1989).

2.4. Les alcaloides :

C’est le nom générique de substances azotées d’origine végétale, de structure souvent
complexe et de poids moléculaire élevé. Ce sont des bases primaires, secondaires et
tertiaires ou des hydrates d’ammonium quaternaires renfermant des noyaux
hétérocycliques (Richter, 1993). Les alcaloides constituent, a coté des coumarines, un
second groupe de métabolites secondaires largement répandus dans la famille des

Rutaceae et plus particulierement dans le genre Ruta (Mohr, 1982)

2.4.1. Localisation, état naturel et role biologique :

Au total, environ 10 000 alcaloides ont été identifiés dans pres de 20 % des plantes a
fleurs, principalement des dicotylédones herbacées. Une plante contient rarement un seul
alcaloide; on a le plus souvent un mélange d'alcaloides de constitutions plus ou moins

apparentées, dont l'un prédomine.
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Les alcaloides existent rarement sous forme libre dans les plantes, mais le plus souvent
ils sont associés a des acides organiques ou a des tanins (Hokins, 2003). L'action
biologique des alcaloides est essentiellement celle des phages : leur amertume et leur
toxicité repoussent les herbivores (Guinard, 2000).

2.4.2. Utilisation :

Le mot alcaloide est synonyme du mot drogue. Dix des 12 médicaments dérivés de
plantes les plus importants sur le plan commercial sont des alcaloides. Les alcaloides
provoquent diverse réactions physiologiques dans le corps car ils interféerent avec les
neurotransmetteurs. La plupart des alcaloides sont tres toxiques a fortes doses, mais a
faibles doses, ils peuvent avoir une valeur thérapeutique. De la préhistoire a nos jours,
les alcaloides ou extraits en contenant ont été utilisés comme médicaments, relaxants

musculaires, analgéesiques, tranquillisants et substances psychotropes (Hopkins, 2003).

2.5. Autres composeés trouvés dans le genre Ruta:

« Dérivés d'esters : acide propionique, acide isobutyrique, acide méthylbutyrique, acide
I'acide isovalérique.

« Acides gras (palmitique, oléique, linoléique).

* Lipides

* Limonine

« Saponines (Santosh et al., 1994).

3. Les activités biologiques de Ruta montana

3.1. Activités antioxydants :

Lorsque la plante est riche en métabolites secondaire comme les polyphenols et les
flavonoides, ces métabolites sont dotés d’activité antioxydante. Cette activité est
généralement exprimée en valeur ICso, définie comme Concentration d'antioxydant
necessaire pour récupérer 50% de DPPH de I’extrait végétal testé. Plusieurs travaux
antérieurs affirment I’activité antioxydante de Ruta montana (RM).

Selon Kara, (2017), les résultats des tests DPPH de I’activité antioxydante de I’extrait
d'acétate d'éthyle (EAERM)de RM avait I'effet le plus élevé ( 1Cso = 0,126 = 0,002 mg/ml),
puis ’extrait butanol (EBRM) de RM (ICsxo était de 0,135 + 0,0006 mg/ml), et enfin I'extrait
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d'éther de pétrole (EEPRM) de RM, qui était le plus faible de ces extraits, (avec une ICso
d'environ 0,185+0,002 mg/ml) comparativement a la quercétine (molécule standard) par un
facteur de 13, 14 et 19, respectivement.

Par ailleurs, les travaux réalisés par Bahar et Bendjlidjel (2019) affirment que les extraits
aqueux et méthanolique de RM avaient des propriétés presque identiques ; Les capacités de
réduction de la Clso étaient respectivement de 0,945 + 0,15 mg/ml et 0,961 + 0,09 mg/ml
comparativement au standard (acide ascorbique : 0,16 mg/ml). Ces auteurs démontrent que
I'extrait aqueux (EA) de RM et l'extrait méthanoliqgue (EM) de RM a presque la méme
capacité antioxydante. Par conséquent Bahar et Bendjlidjel (2019) conclu que la capacité
antioxydante des extraits aqueux et méthanoliques de RM sont habituellement modéré a
faiblement puissant en raison de la contribution 1Cso de I'acide ascorbique.

Ceci est en cohérence avec les travaux menes par Merghem et al. (2019) montrant que
I’extrait aqueux de RM (300 mg/ml) et I’extrait méthanolique de RM (100 mg/ ml) a
entrainé une augmentation respective de 18,13 + 5,366 % et 17,57 + 5,869 %. Cette
augmentation n'est pas statistiquement significative par rapport a au groupe standard témoin
de 13,65 £ 1,46 %.

A des fins de comparaison, Allouni (2018) a constaté que l'utilisation d'antioxydant
standard (acide ascorbique) a une activité anti-radicalaire tres puissante avec une ICso de
4,14 = 0,31 pg/ml, parmi lesquels l'extrait methanolique des feuilles de RM enregistre
I'activité antioxydante la plus élevée (ICso 38,61 + 0,9259 pg/ml) par rapport a l'extrait brut
de graines (EBG) de RM, qui a donné ICsp est de 44,1 + 4,397 pg/ml, bien mieux que
l'extrait d’alcaloides totaux de RM présantant une activité antiradicalaire plus ou moins
faible (1Cso de 96,87 £ 0,31 microgrammes/ml).

Selon les travaux réalisés par Allouni (2018), l'activité antioxydante des extraits bruts de
RM évaluée par la méthode FRAP indique que I'extrait méthanique des feuilles de RM était
le plus actif a une densité optique a 0,370 nm, suivie d'un extrait de grain de RM a 0,276 nm
et de I’extrait d’alcaloides totaux de RM a 0,206 nm avec une concentration de 300 pg/ml.

Ce méme auteur indique que le pouvoir réducteur de I'extrait méthanique de RM a partir des
feuilles, des graines et des alcaloides totaux par rapport a l'acide ascorbique est important
avec l’augmentation de la concentration. Tous ces extraits ont montré une activité

antioxydante significativement plus faible par rapport a la vitamine C. Cette derniére atteint
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presque un pouvoir réducteur total de 200 ug/ml. Ces résultats corroborent ceux obtenus par
le test DPPH, donc [I'extrait méthanoligue de RM possede une puissante activité

antioxydante par rapport aux 1’extrait d’alcaloides totaux de RM.

3.2. Activité anti bactérienne :

D'aprés les travaux de Allouni(2018), I’activité antibactérienne de différents extraits de Ruta
montana est évalué contre les bactéries Gram positif (Bacillus cereus et Staphylococcus
aureus) et les bactéries Gram Négatif (E. coli et S. typhimurium) en utilisant la diffusion par
disque. C’est une technique qualitative basée sur la mesure du diamétre du halo de
suppression des bactéries contenant des extraits de RM.

Selon Allouni (2018), tous les extraits de Ruta montana ont pu bloquer la croissance
bactérienne et sont parvenu a créer une la zone dinhibition qui augmente
proportionnellement a la concentration de l'extrait brut de RM. Toutes les bactéries testées
étaient sensibles aux trois extraits, en particulier Bacillus cereus. Tous les extraits ont
empéché la croissance des bactéries testés avec une concentration CMI=3,125mg/ml qui
donne un diamétre de zone d’inhibition de 6,5mm. L’effet de ces extraits est plus important
que ceux obtenus avec les antibiotiques standards utilisés. Les alcaloides totaux de Ruta
montana ont exercé un effet inhibiteur important de la croissance bactérienne contre B.
cereus, E. coli, S.typhimurium a différentes concentrations et contre S. aureus avec la
concentration de 200 mg/ml par rapport aux extraits bruts de RM. Avec [Dextrait
alcaloidique deRM, B. cereus présente une extréme sensibilité (34,5+1,5) suivi par E. coli,
S.typhimurium en suite S. aureus a une concentration de 200 mg/ml. Suivi par E. coli, S.
typhimurium (24,5 £ 0,5 mm et 22,5 £ 0,5 mm respectivement) ; ces zones sont proche a

ceux enregistré sous I’action du standard SXT (24,2 mm et 21 mm respectivement).

3.3. Activités antifongique :

Selon Allouni (2018), les résultats de I’étude antifongique des différents extraits de Ruta
montana indiquent que la sensibilité d’Aspergillus niger et Fusarium oxysporum est accrue
en fonction de ’augmentation de la concentration de I’extrait brut de RM.

Tous les extraits de Ruta montana ont présenté une activité antifongique modérée contre les
champignons testés.

Selon les résultats de ce méme auteur, Aspergillus niger est plus sensible aux différents
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extraits de Ruta montana avec un taux d’inhibition de 60,77 % avec l'extrait brut de graines
de RM (EBG), de 57,11 % avec I’ I'extrait brut des feuilles de RM (EBF) et de 56% avec
l'extrait d’alcaloides totaux de RM (EAT) a une concentration de 200 mg/ml alors que
I’effet de ces extraits sur Fusarium oxysporum est apparu meilleur avec I’extrait des
alcaloides totaux avec des taux d’inhibition importante 55% a une concentration de 200
mg/ml par rapport aux extraits méthanoliques de des feuilles et des graines de RM (43,33%
et 37,55%) respectivement.
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CHAPITRE III:
ETUDE TOXICOLOGIQUE DE RUTA MONTANA

Le dépistage de la toxicité aigué et subaigué des plantes médicinales est une évaluation
rapide des profils toxicologiques des plantes médicinales. Ceci nous donne une idée de
dangers ou innocuité de ces phyto-médicaments (Naudot, 2013 ; Kuete, 2014).

4.1. Le modeéle animal sélectionné

Les souris ont de nombreux avantages en tant qu'animaux de test toxicité. Ils sont petits,
relativement bon marché a obtenir et souvent facilement manipulable. Les souris sont
généralement plus économiques que les rats a cet égard ; stables et doux a manipuler, ils
sont faciles a manier. Autres avantages de l'espece Y compris une courte période de
gestation et une courte durée de vie naturelle. Ces caractéristiques zootechniques permettent
d'inclure des études évaluant les performances de reproduction ou étant exposés a la

substance d'essai pendant une période proche de la durée de vie prévue.

4.2. Toxicité aigué

Les problémes lies a la toxicité aigué des produits chimiques au cours des 50 derniéres
années, ainsi que le nombre et la complexite des produits chimiques ont considérablement
augmenté. Les données sur la sécurité des animaux sont considérées comme néecessaires
pour plusieurs produits chimiques. Ceci a provoquer I’adoption et I'application du test de la
dose 1étale de 50% du lot d’animaux a tester : DLso. Voici les principales raisons et les plus

importantes pour mettre en ceuvre le test DLso

» Pharmacologie et Toxicologie :
- Détermination de doses létales biologiqguement normalisées de médicaments
- Détection des effets aigus et dangereux
- Identification de l'organe cible et de la toxicité systémique
- Détermination de l'index thérapeutique de nouveaux médicaments
- Informations sur la sélection des doses pour les études de pharmacologie et de toxicité
dosent répétée
- Informations sur la biodisponibilité

- Evaluation des risques des combinaisons de médicaments
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» Sécurité humaine
- Prédire la toxicité humaine et la dose létale
- Prédire les symptémes d'empoisonnement humain
- Information sur la réversibilité des Iésions toxiques aigués
- Détection des dangers pour les groupes a haut risque tels que les nourrissons

- Informations sur l'utilité des antidotes et autres mesures thérapeutiques

» Reéglementation gouvernementale :
- Composants des documents d'enregistrement
- Informations de base sur la classification de I'inventaire chimique Substances toxiques
(Zbinden, 1986).

La determination de la DLso est effectuée uniquement par test de toxicité. Le test toxicité
aigué reste le test pharmacologique le plus couramment utilisé. La procédure est similaire

dans la plupart des laboratoires :

= Un teste par dose par voie orale ou parentérale, pas moins de 5 et rarement plus de
10 doses sur des groupes de différentes souris ou rats qui ont jeuné depuis 18 heures.

= Au moins 3 doses ont entrainé la mort.

= Les valeurs inférieures a 100% doivent étre utilisees.

= Observations et décés d'animaux enregistré apres 24 et 72 heures.

= Autopsies et les examens histologiques des différents organes est systématiquement
pratiquée (Boyd, 1959).

La DLso ou dose limité 50 est la dose, qui tue la moitié des animaux du groupe testé, est
déterminée par diverses procédures. La méthode la plus pratique est une méthode graphique
de Lichtfield et Wilcoxon (1949), qui permet une estimation rapide de la DLso, pente et
limites de confiance de la courbe dose-réponse.

Ces données sont illustrées sous forme brute avec la méthode du papier millimétré de
probabilité logarithmique (Miller et Tainter, 1944) ainsi qu’une une autre méthode de
calcul de graphe par De Beer (1945). Pour certains médicaments, les animaux ne meurent
généralement pas dans les trois jours, ainsi la période d'observation peut étre prolongée de 7
a 10 jours (Zbinden, 1963).
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La DLso est un outil utile pour classer les substances selon leur degré de toxicité, en
revanche cet outil présente certaines limites. Il ne peut étre considéré comme une constante
biologique en raison de sa variabilité. Ainsi, I'évaluation du comportement
pharmacocinétique et de la biodisponibilité, le test DLso ne donne que des résultats semi-
quantitatifs et souvent ambigus (Zbinden et Flury-Roversi, 1981).

Cependant, les estimations des valeurs DLso peuvent toujours étre informatives sur la
toxicité du composé. C’est pour cette raison que les informations actuelles de I'Agence de
protection de I'environnement Les Etats-Unis (EPA) et d'autres organisations internationales

recommandent maintenant d’utiliser ce test pour estimer la DLsp (OCDE, 2001).

4.3 Toxicité subaigue :

Contrairement a la toxicité aigie, le test de toxicité subaiglie sont des essais répétés de
dosage a court terme (1 a 4 semaines) pour obtenir des informations sur la toxicité de la
substance apres administration répétée, ou une conception d'étude subaigué réussie est
souvent requise (Eaton et Klaasen, 2001; Wilson et al., 2001). L'objectif principal des
études a court terme est de determiner I'impact de substances indésirables a faible dose, dose-

réponse et parfois identification de l'organe cible (Kennedy et al., 1986).

4.4, Symptdmes de toxicité

En geénéral, dans les études de toxicité aigué et subaigué, les animaux soumis a des études
de toxicité aigué sont observés quotidiennement 14 jours au total. Observations
(indépendamment de la gestion drogues) y compris la peau et la fourrure, les yeux et les
mugueuses, systemes et activités : respiratoires, circulatoires, autonomes et nerveux
centraux (mouvement et comportement du corps). Une attention particuliere doit étre portée
aux tremblements, convulsions, salivation, diarrhée, Iéthargie, contusions, cedeme,
opisthotonos, exophtalmie, opacification de la cornée (vision), gonflement ou rougeur des

yeux, somnolence et coma (Bafor et Igbinuwen, 2009).

4.5. Gestion des xenobiotiques par I'organisme
Le parcours des xénobiotiques dans l'organisme se décompose en 4 étapes : absorption,
distribution, métabolisme (ou biotransformation) et excrétion. Ces sont des parameétres

appelés ADME, comme indiqué ci-dessous.
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4.5.1. Absorption

L'absorption est le processus par lequel les xénobiotiques atteignent le sang apres avoir
traversé un biofilm ou une barriére. Ce passage a travers les membranes cellulaires se
produit par différents types de transport. Les xénobiotiques absorbés par le canal principal
(poumons, peau, tractus gastro-intestinal) sont ensuite transférés par les milieux sanguins et
lymphocytaires vers d’autres organes (reins, foie et d’autres) (De Sousa et Baertschi,
2002).

4.5.2. Distribution :
Une fois que les xénobiotiques sont présents dans le sang, ils sont distribués dans divers
tissus et organes, qui seront stockés et utilisés (d’une mani¢re bénéfique ou nocive) ou
élimines.
Il faut savoir que trois facteurs ont un impact significatif sur la distribution des
xénobiotiques dans le corps se rapportant au :

= Flux sanguin vers un organe ou un tissu,

= Diffusion des xénobiotiques du sang vers les cellules,

= Affinité des organes associes Xénobiotiques de tissus ou d'organes (Shitara et al.,

2006).

4.5.3. Métabolisme/biotransformation :

Le metabolisme correspond a la conversion des xénobiotiques par les  systémes
enzymatiques BIO. Le but de cette modification est de le rendre plus soluble dans I'eau,
donc plus facile a éliminer. De nombreux organes peuvent effectuer ces transformations
(poumons, reins, intestins, etc.) mais le principal métaboliseur des xénobiotiques est le foie
(Zamek- Gliszczynski et al., 2006).

4.5.4. Elimination et excrétion :

Le processus d'excrétion entraine I'élimination des xénobiotiques du corps. ce La molécule
et ses métabolites sont principalement éliminés par les reins (urine) et Il existe deux types
de reins : la filtration glomérulaire et la sécrétion tubulaire, mais L'élimination peut
également se faire par la bile (féces), par les poumons dans lair expiré, par lait
(allaitement), la salive, et parfois méme a travers les cheveux ou les ongles (Zamek-
Gliszczynski et al., 2006).
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4.6. Foie : organe de métabolisation :

Le foie est un organe multifonctionnel qui joue un réle important dans une variété de
fonctions essentiel : digestion, purification, stockage, détoxification du sang, production et
sécrétion de composants plasmatiques et biliaires. Le foie est aussi impliqué dans le
métabolisme des protéines, des stéroides et des graisses. il permet le stockage des
Vitamines, du fer et du glucose (LeCluyse et al., 2012).

4.6.1 Hépatotoxicité

Elle se définit comme la puissance d’une substance et de tous les mécanismes impliqués qui
endommagent le foie. La pathogénicité de la toxicité hépatique est multi-causales : toxicité
directe, toxicité indirecte et toxicité de surcharge et/ou accumulation (Rachel, 2009)

4.6.1.1. Toxicitée immédiate « obligatoire, prévisible »
Il correspond a I’action directe des xénobiotiques sur des composants cellulaires importants
non perturbé par le systeme immunitaire. 1l a plusieurs fonctionnalités, mais principalement

a dose-dépendante (Tome, 1999).

» Stress oxydatif : le métabolisme des Xenobiotiques augmente la production de ROS
Responsable de la dégradation de I’ADN, des lipides et des protéines (EI-
Demerdash et al.,2013).

> Peroxydation lipidique: Les lipides insaturés sont oxydes et coupés en petits
fragments qui sont eux-mémes réactifs et se lient par des liaisons covalentes aux
proteines.

» Liaisons covalentes aux protéines: Ce phénomene implique essentiellement les
métabolites électrophiles et les groupements nucléophiles des protéines ou d'acides
nucléiques. Par conséquent, certaines enzymes sont inactivées, des transporteurs
membranaires et des protéines régulatrices sont altérés.

» Déplétion en glutathion : Les métabolites électrophiles réagissent aussi avec le
groupe SH du glutathion, la formation accrue des conjugués au glutathion avec
diminution du glutathion hépatique a des conséquences toxicologiques (Tome,
1999).
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4.6.1.2. Toxicité indirecte « facultative, imprévisible»
Elle est lié¢e au phénoméne d’hypersensibilité de 1’hote, deux types de réactions sont
envisagées: toxicité immuno-allergique et toxicité a une prédisposition genétique. Elle se

caractérise principalement par une absence de relation dose-effet (Meyer, 2016)

4.6.1.3. Toxicité par surcharge et/ou accumulation
Substances accumulées dans certaines cellules du foie (Martin et Feldmann, 1983).

4.7. Le rein : organe d’épuration

Les reins sont situés de chaque cbté de la colonne vertébrale et seront observés une fois que
les organes abdominaux auront été enlevés. Le rein droit est toujours situé dans une position
Iégerement plus cranienne que le rein gauche (Knoblaugh et al., 2011).

Les reins sont normalement d’une couleur brun rougeatre et des anomalies des reins
comprennent des reins petits, retréci, fermes, jaune pale avec une surface granulaire
rugueuse. Cela peut indiquer une glomérulo-nephropathie chronique, qui est fréquente chez
les souris agees (Frith et Ward, 1988).

4.7.1. Néphrotoxicité

La néphrotoxicité se manifeste cliniqguement par une insuffisance rénale aigué de degré
variable, accompagnée d’une protéinuric minime et d’une leucocyturie qui précédent une
diminution de la filtration glomérulaire. Sur le plan histologique, la Iésion rénale est
représentée par une nécrose tubulaire. Les signes d’atteinte rénale ont également été

rapportés a des faibles doses chez I’homme et chez ’animal (Rouas, 2010).
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CHAPITRE IV:
EVALUATION DES METHODES D’EXTRACTION VEGETALES

5. Extraction végétale :

L’extraction végétale est une opération utilisée pour isoler un mélange de molécules
bioactives du matériel végétal, par I’addition de composants inactifs ou inertes comme 1’eau,
les solvants spécifiques, les huiles végétales ou graisses animales. La connaissance des
caractéristiques physiques de la matieére végétale meéne a I’amélioration la méthode de
I’extraction (liquide, semi-solide, solide) et de la fabrication les différents préparations que ce
soit (décoction, infusion ou macération) utilisées dans différents aspects de vie quotidienne
(Benzegouta, 2015).

5.1. Méthodes traditionnelles :
Sont les méthodes conventionnelles, trés anciennes qui sont utilisées surtout dans les

industries agro-alimentaires, pharmaceutiques ainsi que les parfumeries (Triaux, 2017).

5.1.1. Infusion :

L’infusion est la forme de préparation la plus simple qui consiste a laisser tremper les parties
délicates du plante (fleures, feuilles, sommités) dans 1’eau bouillante. Laisser infuser entre 10
et 20 minutes), pour dissoudre une diffusion optimale des substances volatiles comme les

essences, resines et huiles végetales (Kadra, 2018 ; Aderrahmane et al., 2021).

5.1.2. Décoction :

Cette méthode consiste a mettre une partie ou la totalité de la plante dans de I’eau froide et on
porte le tout a I’ébullition. Laisser refroidir et filtrer le décocté. Le mucilage, riche en
composées polaires, se solubilise assez facilement dans 1’eau. En présence de cette derniere,
le mucilage va rapidement gonfler, éclater les cellules mucilagineuses et se déployer autour de
la graine .Sa diffusion dans le milieu sera élevée. De méme, une température élevée permettra

d’augmenter cette vitesse d’extraction (Adouane, 2016 ; Aderrahmane et al., 2021).

5.1.3. Macération :
Cette technique peut étre définie comme une infusion froide plus prolongée .Cette méthode

s’applique par contact entre une plante et un liquide ou solvant quelconque .Généralement les
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macérations concernent les plantes donnant les métabolismes secondaires risquent de se

dégrader sous I’effet de la chaleur (Aderrahmane et al., 2021).

5.1.4. Entrainement a la vapeur d’eau :

Dans cette technique, le matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de vapeur et n’est
pas en contact avec I’eau. Les vapeurs saturées en composés volatiles sont condensées puis
décantées par refroidissement dans un condenseur, avant d’€tre séparées en une phase aqueuse
et une phase organique. L’absence de contact direct entre ’eau et le matériel végétal, et entre
I’eau et les molécules aromatiques peuvent évité certains phénomeénes d’hydrolyse ou de

dégradation (Boukhatham et al., 2019)

5.1.5. Hydrodiffusion :

L’hydrodiffusion est I’inverse de I’entrainement a la vapeur. Dans ce procédé la vapeur est
appliquée par le haut du matériel végétal. Cette technique se caracterise par sa rapidité et son
¢conomie d’énergie (Issaddi et Hamitouche, 2016).

5.1.6. Hydrodistillation :

Cette technique consiste a immerger la matiére premiére dans 1’eau, qui est ensuite portée a
ébullition. Elle est réalisée sous pression atmosphérique. Cette technique presente des
inconvénients ; principalement a I’action de la vapeur d’eau ou de ’eau a 1’ébullition. Aussi,
le chauffage prolongé et puissant engendre une détérioration de certains végétaux et la

dégradation de certains molécules aromatiques (Boukhatham et al., 2019).

Figure 2 :Extraction par hydrodistillation (Anonyme 2)
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5.1.7. Extraction par Soxhlet :

Le principe de cette méthode est de faire I’extraction continue par un solvant organique d’une
espéce chimique contenue avec une poudre végétale solide le tout dans une piece de verrerie
(Aderranmane et al., 2021).
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Figure 3: Extraction par Soxlet (Anonyme 3)

5.1.8. Extraction a froid :

C’est I'une des méthodes qui est officielles pour 1’obtention les composées volatiles contenus
dans les péricarpes d’agrumes par un traitement mécanique. Cette technique consiste a
dilacérer les parois des sacs de fruits oléiferes contenus dans le mésocarpe situé juste sous
I’écorce du fruit (I’épicarpe) pour en recueillir le vrai jus sans modification (Boukhatham et
al., 2019).

5.2. Méthodes innovantes d’extraction :
Sont des méthodes non conventionnelles mais présentant des objectifs suivant : (Triaux,
2017)

= Reéduire le temps d’extraction,

= Utiliser des solvants éco-responsables,

= Augmenter le rendement d’extraction.
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5.2.1. Extraction par solvant (ASE) :
C’est une extraction par solvant organique a pouvoir plus élevé que I’eau. C’est la méthode la

plus pratiquée, ou chaque solvant a des critéres pour étre choisis et qui sont :

> La stabilité face a :
= Lachaleur,
= La lumiére et 'oxygene,
= Satempérature d’ébullition sera de préférence basse pour faciliter son élimination,

» Ne devra pas réagir avec I’extrait.

» En fonction de la technique et du solvant utilisé on obtient :
= Des hydrolysats : eau comme solvant
= Des alcoolates : éthanol dilué
= Des teintures : éthanol et 1’eau
= Des resinoides : extraits éthanoliques concentrés
= Des concretes : extraits a froid et a chaud au moyen de solvants divers (Boukhatham
et al., 2019).

5.2.2. Extraction par fluide a I’état supercritique (SFE):

Cette méthode a été appliquée a de nombreuses plantes pour I’obtention de leurs huiles
essentielles. Elle utilise un fluide supercritique comme solvant d’extraction. C’est a dire un
fluide chauffé au-dela de sa température critique et comprimé au-dessus de sa pression
critiqgue. A ce moment, le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases liquide et
gazeuse, ce qui se traduit par une bonne diffusibilité dans les solides et un bon pouvoir
solvateur. Le dioxyde de carbone (COy) est le fluide supercritique le plus utilise, méme si

I’eau peut, étre utilisée (Triaux, 2017).

5.2.3. Extraction assistée par ultra-sons :

L’extraction assistée par ultra-sons est plus de plus répondue. Les matrices végetales qui
donnent des composés peuvent étre directement utilisés comme des liqueurs ou bien servir

d’additifs alimentaires ou cosmétiques.
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C’est un procédé qui est achevé en 15 a 30 min de traitement a température ambiante. Cette
technique permet d’amélioration des taux d’extraction globaux et de rendement, la possibilité
d’utiliser moins de solvants, I'utilisation de sources de produits bruts moins couteuses,
I’amélioration de I’extraction de composés sensibles a la chaleur (Fabiano-Tixier et al.,

2016).

Figure 4 : Extraction par ultra-sons (Anonyme 4)

5.2.4. Extraction assisté par micro-ondes

Cette technique consiste a tout extraire et surtout I’extraction solide-liquide, les micro-ondes
ou hyperfréquences sont des ondes ¢lectromagnétiques de longueur d’onde différent
(Abderrahmane et al.,, 2021). Le phénoméne physique de I’extraction s’applique par
diffusion de 1’énergie par les micro-ondes qui va permettre de chauffer le solvant d’extraction
au contact de la matiere végétale, solubilisant ainsi les composés d’intérét dans le solvant. La
matrice solide peut elle aussi étre sensible aux micro-ondes. C’est alors elle qui sera chauffé
préférentiellement ce qui conduira a la libération des substances a extraire dans le solvant
(Triaux, 2017).

Les avantages de 1’extraction par les micro-ondes sont : (Abderrahmane et al., 2021).
= Augmenter la pureté de I’extrait,
= Plus rapide,
= Réduire la dégradation par la chaleur,

= Consommer moins de quantité de solvants.

28



Rifeigboont d ois
Julle ecrsarialle
Décution §

Dicacion

4 A
)
fKbosteur s

Figure 5 : Extraction par les micro-ondes (Anonyme 5)

5.2.5. Extraction par liquide pressurisé (PLE ouPressurized liquid Extraction)

Cette méthode consiste en une extraction sous pression. Dans ces conditions, le solvant reste
liguide au-dela de son point d’ébullition sous pression atmosphérique. Les solvants
d’extraction utilisés en PLE sont les méme que les autres méthodes d’extraction et I’eau peut
étre utilisé. L’automatisation de cette méthode c’est le principal avantage par rapport a

méthodes précédentes (Triaux, 2017).
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PARTIE EXPERIMENTALE
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MATERILES ET METHODES

Notre plante expérimentée Ruta montana L. ou communément appelée « la rue des
montagnes » ou « Fidjel » appartient a la famille des Rutaceae. Plante méditerranéenne
Algérienne issue de notre flore endémique, dotées de vertus médicinales et propriétés
biologiques rendue par sa richesse en métabolismes secondaires. De par son utilisation
répandue en médecine traditionnelle, le Fidjel ne reste sans effet indésirable et méme toxique
s’il est utilisé a des doses accrues. C’est dans cette optique que 1’objectif de notre étude s’est

principalement axé sur I’effet de I"utilisation de Ruta montana a des doses limites létales.

A cet effet, une étude in vivo de la toxicité aigiie des extraits bruts aqueux des feuilles et des
parties aériennes de Ruta montana est réalisée sur des souris Albinos Wistar. Ainsi, une étude
toxicologique comparative est évaluée afin de déterminer I’effet du stade de développement
de la plante (adulte ou partie aérienne vs. jeune ou feuilles) sur la toxicité aigtie des souris
Albinos Wistar.

1. Matériel végetal

Les différentes parties de la plante Ruta montana L. sont récoltées dans la région d’Oued
Althmania Wilaya de Mila. Nous avons détermine la dose limite toxique des extraits végétaux
de Rue récoltée en deux périodes de ’année en été et en hivers. La collecte est effectuée au
mois de Février : période ou la plante ne présente que des feuilles (stade jeune) et au mois

d’Aott: période de floraison de la plante (stade adulte).

Le matériel végétal expérimenté est réceptionné et identifié au laboratoire de Pharmacologie
Toxicologie (LURPHATOX) au niveau de I'Institut des Sciences Vétérinaire El Khroub
Université des Fréres Mentouri Constantine 1. Les parties utilisées de Rue de montagne (Ruta
montana) sont nettoyées des débris indésirables et séchées dans une étuve ventilée Memmert
préchauffée a 60°C pendant une semaine. Puis les feuilles et les parties aériennes de la plante

sont broyées finement a I’aide d’un broyeur a couteaux Resch.
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Figure 6 : Les différents parties récoltées de la plante Ruta montana (parties aériennes a

gauche et feuilles a droite les)

Le matériel utilisé pour ’extraction solide-liquide est composé de :
e Erlenmeyers
e Béchers
e Entonnoirs
e Culiére-spatule
e Raclette
e Balance analytiqgue Radway
e Broyeur a coteaux Resch
e Agitateur magnétique avec plague chauffante
e Papiers filtre wattman n° 1
e Papiers aluminium
e Etuve ventilée Mammert
e Coton carbonique et passoire

e Matiere végétale Ruta montana (Rue ou Fidjel) :(partie aérienne et feuilles).



Figure 7 : Matériels de laboratoire utilisé

1.1. Mode opératoire :
Nous avons procédé a ’extraction solide-liquide de des feuilles et des parties aériennes de la
plante Ruta montana selon une procédure d’extraction par décoction et par infusion afin de

déterminer le taux de rendement le plus important.

o La procédure d’extraction a chaud P’extraction par décoction a été effectuée sur
les deux parties (feuilles et parties aériennes) de Ruta montana selon le protocole décrit par
Bamba et al. (2021).
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Une masse de 100 g de poudre végétale fine a été ajoutée a 1L d’eau distillée et le mélange est
porté a ébullition pendant 15 minutes. Aprés refroidissement, la décoction (le mélange) a été
essorée dans un carré de tissu propre, puis filtrée successivement deux fois sur du coton
hydrophile et une fois sur du papier filtre (papier Whatman® 3mm). Le filtrat obtenu a été
ensuite séché lentement a I’étuve a 40 °C pendant 72h. La poudre obtenue ou décocté aqueux
a été conservée dans un flacon stérile et sec. Les différentes étapes d’extraction sont

présentées dans le schéma suivant :

~
Matiere végétale seche
30g
J
Mettre le mélange dans un
agitateur magnétique
600ml eau distillé ] chauffant

Ebullition

Extrait brut

Laissé reposer

Filtration avec Coton
carbonique

| |

Filtration avec papier
wattman n°1

Filtration avec
passoire

Verser le filtra dans
les boites de pétri
dans I'étuve

{ Sécher le filtrat

Récupérer I'extrait sec brut

Schéma 1 : Protocole d’extraction solide-liquide par décoction des feuilles et des parties

aériennes de la plante Ruta montana.L.
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1.1.1. Extraction par décoction des parties aériennes de Ruta montana

Apres avoir récoltes les parties aériennes de la plante Fidjel, un broyage est réalisé afin de

réduire la plante en poudre a I’aide de broyeur a couteau Retsch.

Figure 8 : Broyages des parties aériennes de Ruta montana (stade adulte de la plante)

<

Peser 30 g de la matiere végétale (les parties aériennes broyées)

Ajouter 600 ml de I’eau distillée dans bécher contenant 30 g de matiére végétale.
Mettre le mélange dans un agitateur magnétique chauffant pendant 25 min jusqu'a
ébullition.

Laisser le mélange refroidir et le couvrir avec du papier d’aluminium pour éviter
I’évaporation.

Laisser le mélange reposer pendant 24 h.

Figure 9 : Méthode de décoction des parties aériennes de Ruta montana
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v" Filtrer le décocté reposé a I’aide de coton puis le papier wattman n°1,
v' Peser les boites de pétri puis verser le filtra.
v Mettre les boites de pétries dans 1’étuve a 40°C pour sécher 1’extrait et obtenir I’extrait

brut aqueux.

Figure 10: Filtration I’extrait brute de décoction de les parties aériennes de Ruta montana

V' Apreés le séchage de ’extrait brut, peser les boites de pétri contenant 1’extrait brut sec.

v’ Récupérer Iextrait brut a ’aide de la raclette.

Figure 11 : Récupération de I’extrait brut aqueux de la partie aérienne de Ruta montana
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1.1.2. Extraction par décoction des feuilles Ruta montana

Apres le séchage les feuilles de la plante, un broyage est réalisé afin de réduire la plante en

poudre a I’aide de broyeur a couteau Retsch.

Figure 12: Broyages les feuilles de Ruta montana (stade jeune)

v’ Peser 30 g de la matiere végétale (les feuilles)

<

Ajouter 600 ml de I’eau distillée dans bécher contenant 30 g de matiére végétale.

v Mettre le mélange dans un agitateur magnétique chauffant pendant 25 min jusqu'a
ébullition

v’ Laisser le mélange refroidir et le couvrir avec du papier d’aluminium pour éviter

I’évaporation.

v’ Laisser le mélange reposer pendant 24 h.

Figure 13 : Décoction les feuilles de Ruta montana

v" Filtrer le décocté aprés la durée de repose, a I’aide de coton puis le papier wattman
n°l.
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v Mettre les boites de pétries dans 1’étuve a 40°C pour sécher 1’extrait et obtenir I’extrait

brut aqueux.

Figure 14 : Filtration et séchage de I’extrait de décoction les feuilles de Ruta montana

v Apres le séchage de I’extrait brut, peser les boites qui contenant I’extrait brut sec.
v Récupérer I’extrait brut a I’aide de la raclette.

Figure 15 : Pesée et récupération de 1’extrait brut de décoction des feuilles de Ruta montana

e Pour la méthode d’extraction par infusion :
Mettre un bécher contenant 1000ml d’eau distillée sur un agitateur magnétique chauffant
jusqu’a L’¢bullition pendant 20 min. Peser 100g de maticre végétale, ajouter dans 1’eau

distillée bouillante, laisser refroidir avec une petite agitation manuelle.

Fermer le contenu avec un papier film pendant 24h, faire la filtration du mélange a 1’aide de
papier Wattman n°3.

Peser les boites de pétris (poids vide) puis verser le filtra dans les boites de pétris, mettre dans

I’étuve a température de 40°C pendant 3jours afin de sécher. Apres le séchage et le raclage,
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les poudres obtenues ont été pesées puis conservées dans une boite hermétiquement fermé.

Les différentes étapes d’extraction par infusion sont présentées dans le schéma suivant :

600ml eau distillé

Mettre le mélange
dans un agitateur
magnétique

Ebullition

Ajouter la matiere
végétale seche (30g)
apres I'ébullition

Extrait brut L\

Laissé reposer

Filtration avec Coton
carbonique Filtration avec

l passoire

Filtration avec papier
wattman n°1

Verser le filtra
dans les boites de
pétri dans I'étuve

Sécher le filtrat

Récupérer I'extrait sec brut

Schéma 2 : Protocole d’extraction solide-liquide par infusion des feuilles et des parties

aériennes de la plante Ruta montana.L.
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1.1.3. Extraction par infusion des parties aériennes de Ruta montana

v Peser 30 g de matiere végétale « parties aériennes broyée » de la rue des montagnes

v Mettre un bécher contenant 600 ml d’eau distillée sur un agitateur magnétique
chauffant jusqu’a ébullition pendant 25 min.

v Apres ébullition, ajouter 30 g de matiere végétale, laisser refroidir avec une petite
agitation manuelle.

v Fermer le contenu avec papier d’aluminium pendant 24 h.

Figure 16 : Méthode d’infusion des parties aériennes de Ruta montana

v' Filtrer I’infusion, aprés avoir reposé 24h, a I’aide du coton hydrophile puis a I’aide du

papier wattman n°1.

v’ Peser les boites de pétri puis verser le filtra.

v" Mettre les boites de pétries dans I’étuve a 40°C pour sécher 1’extrait et obtenir I’ extrait

brut aqueux.
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Figure 17:Filtration et séchage de I’infusion d’extrait brut des parties aériennes de Ruta
montana

v Apres le séchage de ’extrait brut, peser les boites qui contenant 1’extrait brut sec.

v Récupérer I’extrait brut a ’aide de la raclette

‘;‘r_ LN

Figure 18: Récupération et pesée de I’extrait brut de I’infusion les parties aériennes de Ruta

montana

1.1.4. Extraction par infusion des feuilles de Ruta montana
v Peser 30 g de matiére végétale « les feuilles broyées » de Ruta montana
v Mettre un bécher contenant 600 ml d’eau distillée sur un agitateur magnétique

chauffant jusqu’a d’ébullition pendant 25 min.
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v Aprés I’ébullition, ajouter 30 g de matiére végétale et la laisser refroidir avec une
petite agitation manuelle.

v Fermer le contenu avec papier d’aluminium pendant 24 h,

Figure 19: Méthode de I’infusion les feuilles de Ruta montana

v' Filtrer le I’infusion aprés la durée de repose, a I’aide de coton puis le papier wattman n°1.
v Mettre les boites de pétries dans I’étuve a 40°C pour sécher I’extrait et obtenir 1’extrait

brut aqueux.

Figure 20: Filtration et séchage 1’extrait de I’infusion les feuilles de Ruta montana
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v Apres le séchage de I’extrait brut, peser les boites qui contenant 1’extrait brut sec.

v Récupérer I'extrait brut a ’aide de la raclette.

Figure 21: Récupération I’extrait brut de I’infusion les feuilles de Ruta montana

1.1.5. Méthode de calcul du rendement de I’extrait végétal:

La mesure d’un rendement de I’extrait (R) est une étape tres importante pour savoir la
quantité et le pourcentage d’extrait obtenu par une extraction solide-liquide. Ce rendement est
le rapport entre le poids de I’extrait sec (aprés 1’évaporation) exprimé en g et le poids de

I’échantillon initial (poudre végétale en ).
Le rendement d’extraction (%) pour chaque extrait a été calculé par la formule suivante :
R (%) = (Me /M) x 100

(%) : Rendement d’extraction exprimé en %.
Me : Masse de I'extrait sec résultant en g

M : Masse du matériel végétal (poudre) en g utilisée pour I’extraction.

2. Matériel animal
Afin d’évaluer la toxicité aigiie des feuilles et des parties aériennes de Ruta montana, nous a

choisis les souries comme modele animal expérimental. A cet effet, plus de 50 souris blanches

males et femelles de la race Albinos Wistar pesant entre 25.68¢ et 38.31g, sont récupérées de
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I’institut Pasteur d’ Alger en février 2023 et réceptionnées au laboratoire de pharmacologie
toxicologie (LURPHATOX) de I’Institut des Sciences Vétérinaires-Elkhroub-Constantinel.
Nous avons adopté un systeme d’alimentation contenant des aliments concentrés et de I’eau
de robinet.

Nous avons pratiqué un élevage de souris. Les animaux sont mis dans des conditions
appropriées de température 25°C, humidité 45% et dispensés d’un éclairage artificiel faisant
alterner des séquences de 12 heures de lumiéere et de 12 heures d'obscurité. Apres leur
reproduction, les males et les femelles sont séparées dans des cages en plastique, dune

longueur de 34 cm, d’une largeur de 23cm et d’une hauteur de 16 cm.

Figure 22 : Les souris Albinos Wistar

2.1. Préparations des animaux

Le principe du protocole du test de toxicité aigu€ d’une plante médicinale « Ruta montana »
est l'utilisation des souris de méme sexe et d’'un ’age de 2mois de préfere des femelles
puisque elle est tres sensible.

I1 faut prendre des animaux adultes sains et d’un poids uniforme.

Les animaux sont choisis au hasard, marqués pour permettre une identification individuelle et
gardés dans leurs cages pour les acclimater aux conditions de laboratoire pendant au moins

cing jours avant I'expérience.
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Les animaux sont acclimatés aux conditions de I’expérimentation pendant 7 jours. Les souris
blanc femelles de la race albinos Wistar pesant entre 25.68g et 38.31g, sont divisées en cinq

lots, au nombre de 20 souris comme suit :

.1°" lot : contient 4 souris traitées a ’extrait 1 : la décoction des parties aérienne (dose
minimale).

.2eme lot : contient 4 souris traitées a I’extrait 2 : la décoction des feuilles (dose minimale)
.3eme lot : contient 4 souris traitées a I’extrait 1 : la décoction de parties aériennes (dose
maximale).

.4eme lot : contient 4 souris traitées a I’extrait 2 : la décoction des feuilles (dose maximale)
.5eme lot : contient 4 souris témoin commun pour les quatre lots traités recevant de 1’eau

distillee comme placebo.

2.2. Préparation des doses administrées

En général, la substance d’essai doit étre administrée a volume constant pour toute la gamme de
doses en variant la concentration de la préparation. Lorsqu’un produit liquide ou un mélange
font I’objet de I’essai, ’utilisation du produit non dilué, donc a concentration constante, peut-
étre plus appropriée pour I’évaluation du risque de cette substance. Certaines autorités
réglementaires le veulent ainsi (OCDE, 2001).

Dans aucun cas, le volume de dose maximal ne peut étre dépassé. Le volume maximal du
liquide qui peut étre administré en une seule fois dépend de la taille de I'animal d'essai : le

volume ne doit pas dépasser 0,5ml de poids corporel on va calculer la moyenne corporelle.

e Les doses doivent étre préparées juste avant I’administration.

e Administration de la méme dose a trois animaux supplémentaires.

e Administration de la dose immédiatement supérieure ou inférieure a trois animaux
supplémentaires.

e Lasubstance d'essai est administrée en une seule dose en utilisant une sonde gastrique

e Lorsqu'il n'est pas possible d'administrer la dose en une seule fois, celle-ci peut étre
fractionnée sur une période n'excédant pas 24 heures.

e Les animaux doivent étre a jeun avant I'administration de la substance, pour les souris

on supprime la nourriture, mais pas I’eau, pendant 3 a 4 heures.
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Apreés la période de jeune, les animaux doivent étre peses et puis la substance d'essai
leur est administrée.
Apres l'administration de la substance, les animaux peuvent étre a nouveau prives de

nourriture, pendant 1 a 2 heures pour les souris.

Lorsque des informations sont disponibles qui suggerent une mortalité peu probable au niveau

de dose initial le plus élevé (2000 mg/kg de poids corporel).

Les animaux doivent étre observés individuellement au moins une fois pendant les premiéres

30 minutes et régulierement pendant les premiéres 24 heures apreés le traitement. Une attention

particuliére s’impose pendant les premiéres 4 heures et quotidiennement pendant 14 jours apres
I'administration de la substance (OCDE, 2001).

A cet effet, les animaux sont mis a jeline 3-4 heures avant le traitement et ils sont pesés juste

avant le traitement par voie orale de I’extrait des differentes récoltes de Ruta montana.

2.3. Conditions d’hébergement et d’alimentation :

La température du local expérimental est maintenue a 22°C (3 °C).

Le taux d’humidité relative devrait étre 30% au moins et ne pas depasser 70%.
dispensé d’un éclairage artificiel faisant alterner des séquences de 12 heures de
lumiére et de 12 heures d'obscurité.

Les animaux sont hébergés dans des cages individuelles.

Ils sont nourris avec des préparations classiques pour rongeurs de laboratoire et ont a

disposition de I'eau du robinet.

2.4. Matériel et produits utilisées :

5 cages en plastique

5 biberons

Seringue de 2.5 ml pour gavage

Nutriment classique (concentré pour rongeurs)

Sonde de gastrique

2 extraits aqueux (décoction des parties aériennes, décoction de feuilles)

Litiere en copeaux de bois
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e Eau de robinet

e Balance électrique

e 20 souris Albinos Wistar
e Bistouri

e Formole

3. Evaluation in vivo de la toxicité aigué par voie orale de I'extrait aqueux de Ruta
montana:

L’étude de la toxicité aigué par voie orale de l'extrait de Ruta montana a été conduite selon les
directives 423 d'OCDE (Organisation de Coopération et de Développement Economique) :
Toxicité orale aigué - Méthode par classe de toxicité aigué). La méthode utilisée dans cette

¢tude est celle de I’ajustement des doses qui permet d’estimer la DLso.

3.1. Description de la méthode d’ajustement des doses :

= L’essai se pratique sur des souris femelles, jeunes adultes. Les femelles doivent étre
multipares et non gravides.

= Au début de I’essai, chaque animal doit étre &geé de 8 a 12 semaines et leurs poids
corporel varient entre (£20%) du poids initial moyen des animaux.

= Les animaux sont choisis au hasard, marqués individuellement a dessin
d’identification et gardés dans leurs cages cinq jours au minimum avant
I'administration de la substance, afin qu'ils s'acclimatent aux conditions du laboratoire.

= Essai a 2000 mg/kg consiste a administré une dose minimale (2000mg/kg) a une
souris.

= Essai limite 5000 mg/kg consiste a administrée une dose maximale (5000mg/kg) aune

souris.

3.1.1. Protocole expérimentale
= Supprimer la nourriture mais pas 1’eau pendant 3 &4 heurs

= Apres le période a jeun, pesés les souris.
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Figure 23: Pesée des souris de race Albinos Wistar

= Calculer la moyenne corporelle de chaque lot.
= Calculer la dose administrée pour chaque lot.
= Administré la substance d’essai : décoction des parties aériennes et décoction des

feuilles de Ruta montana.

Figure 24 : Préparation des doses des extraits aqueux des parties aériennes et des feuilles de
Ruta montana

= Administré la solution d’extraits aqueux des parties aériennes et des feuilles de Ruta
montana par gavage.

= Lesanimaux peuvent étre & nouveau prives de nourriture.
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= Les animaux de lots expérimentaux (lot 1 et 2) qui ont pris une dose minimale
2000mg/kg doivent étre individuellement observees pendant les 4 premiéres heures et
régulierement pendant 14 jours.

= Aprés les résultats de ce gavage, nous avons gavés les lots (3 ,4) par une dose
maximale 5000mg/kg et doivent étre observés de la méme maniere que les deux lots
précédents (lot 1 et 2).

3.1.2. Marquage des souris
Nous avons assigné des souris a chaque lot avec une couleur spécifique a I’aide d’un

marqueur permanent et chaque souris de chaque lot avec un marquage comme suit :

= Lot n°01: couleur vert
o Souris 01 : nous n’avons pas mis de signe dessus.
o Souris 02 : nous avons fait une ligne sur la queue en vert.
o Souris 03 : nous avons fait deux lignes sur la queue en vert.
o Souris 04 : nous avons fait trois lignes sur la queue en vert.
= Lot n°02 : couleur noir
o Souris 01 : nous n’avons pas mis de signe dessus.
o Souris 02 : nous avons tracé une ligne sur la queue en noir.
o Souris 03 : nous avons fait trois lignes sur la queue en noir.
o Souris 04 : nous avons fait trois lignes sur la queue en noir.

= Lot n°03: couleur vert
o Souris 01 : nous avons marqué la téte en vert et pas mis de signe dessus.
o Souris 02 : nous avons marqué la téte et tracé une ligne sur la queue en vert.
o Souris 03 : nous avons marqué la téte et tracé deux lignes sur la queue en vert.
o Souris 04 : nous avons marqué la téte et tracé trois lignes sur la queue en vert.

= Lot n°04 : couleur noir
o Souris 01 : nous avons marqué la téte en noir et pas mis de signe dessus.
o Souris 02 : nous avons marqué la téte et trace une ligne sur la queue en noir.
o Souris 03 : nous avons marqué la téte et tracé deux lignes sur la queue en noir.
o Souris 04 : nous avons marqué la téte et tracé deux lignes sur la queue en noir.
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Figure 25: Marquage des souris expérimentées

3.1.3. Administration des doses :

Les solutions testées d’extraits aqueux des parties aériennes et des feuilles de Ruta
montana administrée par gavage en une dose minimale2000mg/kg et aprés 14 jours en une
dose maximale 5000mg/kg est réalisée a I’aide d’une sonde gastrique.

Les souris ont été laissées a jeun 3 a 4 heures avant lI'administration de la substance. Aprés

cette période de jeline, les animaux sont pesés, puis la substance leur est administrée.

Figure 26 : Méthode de gavage des extraits aqueux des parties aériennes et des feuilles de

Ruta montana
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La dose est calculée en fonction du poids corporel & jeun de chaque souris ou bien la moyenne
du poids de chaque lot. Aprés l'administration de la substance, les souris sont privées de
nourriture, durant 1 & 2 heures.

3.1.4. Autopsie

Aprés I’administration des extraits bruts des différentes des parties aériennes et des
feuilles de Ruta montana en dose maximale 5000mg/kg par voie orale aux souris des lots 3 et
4, nous avons remarqué des mortalité des animaux, donc nous avons jugés important de
pratiquer une laparotomie exploratrice pour les cadavre et voir I’effet de la dose administré

sur les différents organes des souris intoxiquees.

Figure 27 : Autopsie des souris décédées
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CHAPITRE : Il RESULTATS ET DISCUSSION

Dans ce travail, nous exposerons et discuterons les résultats obtenus de 1’étude toxicologique
comparative in vivo des extraits bruts aqueux des parties aériennes et des feuilles de la plante
Ruta montana. Une extraction solide-liquide par infusion et par décoction des deux parties
végetales étudiées (feuilles ou stade jeune vs. parties aériennes ou stade adulte) est réalisée.

Dans le but d’extraire les métabolismes secondaires et de déterminer la toxicité aigiie in vivo
du Fidjel par administration par voie orale d’une dose limite minimale (2g/kg) et une dose
limite maximale (5g/kg) chez des souris Albinos Wistar. Ceci afin de cibler la dose létale
(DLso) et voir I’influence du stade de développement de la plante sur la charge en métabolites
secondaires et sur le taux de rendement d’extraction végétale contenus dans les parties

récoltées afin de déterminer éventuellement leur effet toxique a court terme.

1. Détermination du pourcentage du rendement d’extraction végétale

Aprés ’extraction solide-liquide par décoction et par infusion des parties aériennes et des
feuilles de Ruta montana, le pourcentage du rendement d’extraction est calculé. Le tableau et

la figure suivants résument ces résultats :
R (%) = (poids de ’extrait obtenu /poids de la matiere végétale) *100

e Rendement de décoction :
R1 : Rendement de décoction des parties aériennes = (5.23/30)*100 = 17.43%
R3 : Rendement de décoction des feuilles = (16.17/30)*100 = 53.9%

e Rendement d’infusion
R2 : Rendement d’infusion des parties aériennes : =(5/30)*100=16.6%
R4 : Rendement d’infusion des feuilles =(14.99/30)*100=49.96%
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Tableau 4: Pourcentage du rendement d’extraction solide-liquide par décoction et par

infusion des parties récoltées (parties aériennes, feuilles) de la plante Ruta montana

Parties véaétales de Poids de Poids Pourcentage
Ruta m%ntana I’extrait végetal | du rendement
obtenu (g) | Total (g) (%)
Décoction 5.23g 30g 17.43%
Parties
aériennes
Infusion 5g 30g 16.6%
Décoction 16.17g 30g 53.9%
Feuilles
Infusion 14.99¢g 30g 49.96%
60 53,9
50
40
30
20
10
0
Parties aériennes Feuilles
m Décoction = Infusion

Figure 28: Rendement d’extraction solide-liquide par décoction et par infusion des parties

récoltées (les parties aériennes, les feuilles) de Ruta montana

Selon la figure et le tableau ci-dessus, on observe que le rendement d’extraction de Ruta
montana au stade jeune (feuilles) (53.9 ; 49.96 %) est trois fois plus important que celui des

parties aériennes au stade adulte (17.43 ; 16 ,6 %) en utilisant les deux méthodes d’extractions

respectives (décoction et infusion). De plus, nous remarquons que le pourcentage de
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rendement d’extraction par décoction respectivement des parties aériennes et des feuilles
(17.13% ,53.9%) est plus important que le rendement d’extraction par  infusion
respectivement des parties aériennes et des feuilles (16.6%,49.96%). Ce qui pourrait nous
orienter sur le choix de la méthode.

Nos résultats sont en concordance avec les résultats de Daoudi et al. (2015) qui ont trouvés
que le décocté et le cataplasme sont les formes galéniques les plus utilisées (100%), quant a
I’infusion, elle représente 95% des usages de Ruta montana.

Nos résultats sont en accord avec le travail de Mergem (2015) qui enregistre un rendement
d’extraction 13.53% a partir de 100g de les parties aérienne de Ruta montan mixte avec 11 de
I’eau distillé. De plus Kara Ali (2017) trouvée que le rendement est de 53.43% par rapport au
poids sec végétal de Ruta montana.

2. Effet d'une dose minimale et d’une dose maximale de I’extrait aqueux des feuilles et
des parties aériennes de Ruta montana sur I’évolution du poids corporel des souris
Albinos Wistar

Le poids de chaque souri a été déterminé peu de temps avant I'administration de la substance

d'essai « fidjel » et ensuite au 7éme jour (J7) et le dernier jour du protocole (J14).

2.1/ Résultats de la moyenne corporelle des souris expéerimentées :

(p1+p2+p3+p4)

Moyenne corporelle =

Lot témoin :
M1 =(33.86+31.35:25.27+27.71): 29.55¢
Lot N°01 :
M2= (29.81+38.31:29.35+31.40) — 32229
Lot N°02 :
M3=(31.32+31.01+29.13+29.32): 30209

4
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e Lot N°03:

4= (27.91+36.32:28.66+28.4-4-): 30339

M

e LotN°04:

5= (2 5.68+28.34-1-32.34-+28.50): 28729

M

2.2 / Résultats du calcul de la dose minimale et la dose maximale :

e Lot N°01 : décoction parties aériennes (dose min)

_ (32.22%2000)_

2000mg , 1000g X 000 64.44 mg
X —— 32229
_ (64.44x3)_
64.44mg y 0.5 Y= s =386.64 mg
Y —» 3ml
e Lot N°02 : décoction feuilles (dose min)
2000mg —» 1000g x= C2222500- 60.4mg
X — 30.20
60.4mg — 0.5 ml = (604%3) ~362.4mg

0.5

e Lot N°03 : décoction parties aériennes (dose max)

_(30.33x5000)

5000mg —» 1000g 2X5000) =151.65mg
X ——» . 30.33g
151.65—»  0.5ml = C52253) ~909.9mg

Y —» 3ml
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e Lot N°04 : décoction feuilles (dose max)

5000mg —— 10009

X ——> 2872

143.6 — 0.5ml

Y —3ml

_ (143.6x3)

_ (28.72x5000)
T 1000

0.5

= 861.6mg

= 143.6mg

Tableau 5: Evolution du poids corporel des souris témoins et des lots expérimentaux recevant

I’extrait bruts aqueux des parties aériennes et des feuilles de Ruta montana

18" jour 7¢Me jour 14°™ jour
L1 : Decocte parties 32.22+312¢ 36.49+2.22 g 3579+ 111
aeriennes (dose min)
L2 Decocte feuilles | 55 50 1112 34.11+378¢ 35.12+ 2.08 g
(dose min)
L3 : Decocte parties 30.33 + 3.08 g 28.15 +2.78 g 32,02 +2.07 g
aériennes (dose max)
L4 - Decocte feuilles 28.72 +1.11g 37.32+287¢ 35.80+ 1.02 g
(dose max)
Lt : lot ttmoin 29.55+2.78¢ 33.44+1.78¢ 31.41+1.669
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Figure 29: Evolution du poids corporel des souris témoins et des lots expérimentaux recevant

I’extrait bruts aqueux des parties aériennes et des feuilles de Ruta montana

Dans notre étude, nous avons remarqué une évolution pondérale normale des souris des lots
expérimentaux comparativement aux femelles du lot témoin, quel que soit les lots recevant le
décocté des parties aériennes de Ruta montana a la dose minimale 2000mg/kg (lot let 2), :
(32.229,36.499,35.79g) ou recevant le décocté des feuilles de Ruta montana a la dose
minimale 2000mg/kg (30.209,34.119,35.12¢), aussi ou les lots recevant le décocté des parties
aériennes de Ruta montana a la dose maximale 5000 mg/kg pour le lot3 et 4
(30.339,28.159,32.029) et le lot recevant le décocté des feuilles de Ruta montana (décoction a
la dose maximale 5000 mg/kg (28.729,37.329,35.80) en comparaison avec le lot témoin
(29.55g, 33.56g, 31.81Q).

Nous pourrions conclure qu’il n’y a aucun effet biologique significatif de I’extrait brut aqueux
des parties aériennes et des feuilles sur I’évolution de la condition corporelle.

Nos résultats sont accord avec 1’étude de Allouni (2018), ou elle est traité les souris par des

doses jusqu'a la DLso.
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De plus, nos résultats de la condition corporelle des souris expérimentées sont en
concordance avec 1’étude de Mergem (2015) qui a trouvé une évolution normale similaire du

poids corporel des animaux traités en comparaison avec les témoins.

3 / L'effet d'une dose minimale et d’une maximale de I’extrait aqueux de Ruta montana

sur les symptomes et les signes cliniques des souris Albinos Wistar :

Nous observons individuellement les souris dans les premiéres minutes et une fois a chaque
une heure pendant 4 heures aprés 1’administration de 1’extrait aqueux de Ruta montana, puis
nous observons quotidiennement et réguliérement a la méme heure tous les jours pendant 14
jours.

Aprés l'administration de D’extrait aqueux de Ruta montana par voie orale a des souris
femelles, on a remarqué qu'il y a une augmentation réguliere des signes d'intoxications et de

mortalité en liaison avec la dose injectée. Les signes sont résumeés dans le tableau suivant :
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Tableau 6: Effet d'une dose minimale et d’'une maximale de 1’extrait aqueux des feuilles et

des parties aériennes de Ruta montana sur les souris Albinos Wistar.

15 premiéres

; 4*™ heures 1 jourau3 | 7"™jours | 14°™ jours
minutes
Sédation
Sédation Diminution de I’activité
: Diminution locomotri .
) Ll . S l.Jt,O ik ocomotrice -yeux fermes
Décoction lactivité Paralyse des pattes . .
S . o redressement aucun signe | aucun signe
parties aériennes | locomotrice postérieures .
des poiles
(29/kg) Paralyse des pattes | Yeux fermes
postérieures Redressement des poils
Convulsions
Sédation
Sédation Diminution de I’activité
Diminution de locomotrice .
L2: e, -yeux fermes
Lo Pactivité Paralyse des pattes . .
Décoction locomotrice ostérieures redressement aucun signe | aucun signe
feuilles (2g/kg) P des poiles
Paralyse des pattes | Yeux fermes
postérieures Redressement des poils
Convulsions
Sédation
Sédation Diminution de I’activité
L3: Diminution de locomotrice )
, . e s -yeux fermés
Décoction I’activité Paralyse des pattes . .
N . o redressement aucun signe | aucun signe
parties aériennes | locomotrice postérieures des boiles
(50/kg) Paralyse des pattes | Yeux Fermes P
postérieures Redressement des poils
Convulsions
Sédation
Sédation Diminution de I’activité
. Diminution de locomotrice .
L4: e, -yeux fermeés
) . Iactivité Paralyse des pattes . .
Décoction . o redressement aucun signe | aucun signe
feuilles (5g/kg) locomotrice postérieures des poiles
Paralyse des pattes | Yeux Fermes
postérieures Redressement des poils
Convulsions
Lt: lot témoin | aucun signe aucun signe aucun signe aucun signe | aucun signe

D’aprés le tableau ci- dessus résumant les effets et les symptomes cliniques des souris

recevant des doses de I’extrait aqueux des feuilles et des parties aériennes de Ruta montana.

Nous avons remarqué que les souris qui recoivent soit les doses minimales ou les doses

maximales par voie orale de I’extrait brut des parties aérienne et de I’extrait des feuilles de

Ruta montana dans les 15 premiéres minutes ; les femelles présentent les mémes signes

cliniques telles que :sédation, diminution de I’activité locomotrice avec paralyse des pattes
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postérieures . Ensuite, dans les 4 premieres heures, le tableau clinique des souris traités par
I’extrait du décocté de Ruta montana s’est caractérisé par d’autres symptomes cliniques
comme : redressement des poils, les yeux fermés, convulsions. Alors que nous avons
remarqué que les souris qui ont survécu, apres 3 jours maximum, elles présentées un

comportement normal, similaire aux souris du groupe témoin.

En effet, les convulsions et la paralyse sont expliqués selon Tamokun et Kuete (2014) par
I’action de la substance toxique sur des récepteurs nerveux ce qui conduit a des effets
biochimiques et la perturbation du métabolisme et la perturbation des échanges a travers les
membranaires cellulaires se traduisant par des modifications des réponses comportementaux
et physiologiques.

L’étude réalisée par Allouni (2018) en accord avec notre étude, s’intéresse a la toxicité aigiie
par orale de Ruta montana chez les souris males et femelles pour trouver la dose létale DLso.
Cette étude est effectuée pour évaluation de la toxicité aigue et subaigiie des alcaloides totaux
des parties aeriennes de Ruta montana sur des souris Swiss Albinos de sexe male et femelle.
Les différentes méthodes de calcul et graphique nous a permis de déterminer la DLso chez les
souris males et femelles, qui est estimée a 372, 6 + 13,7 mg/kg et 217 + 8, 3 mg/kg
respectivement. La toxicité aigiie est évaluée par I’administration de la dose 129, 68 mg/kg et
75, 23 mg/kg (1/3 de la DLso) chez les souris males et femelles respectivement par voie
intrapéritonéale. Pour I’etude de Merghem (2015), I’administrée du xénobiotique est réalisée

par voie orale pour la décoction de I’extrait aqueux de Ruta montana chez des rats.

4. Résultat de mortalité des souris expérimentées avec la dose limite minimale 2g/kg et la

dose limite maximale 5g/kg
Le tableau suivant nous renseigne sur 1’état des souris recevant la dose minimale de 2g/kg et

la dose maximale 5g/kg de poids vif administrés par voie orale de I’extrait brut aqueux des

parties aériennes et des feuilles de Ruta montana.
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Tableau 7: Taux de mortalité des souris recevant une dose minimale (2g/kg) et une dose

maximale (5g/kg) d’extrait aqueux des parties aériennes et des feuilles de Ruta montana

Nombre de souris | Nombre de souris [ Pourcentage de
expérimentees mortes mortalité
L1 : Décoction
parties aériennes 4 0 0
(29/kg)
L2 : Décoction
feuilles (2g/kg) 4 0 0
L3 : Décoction
parties aériennes 4 2 50%
(59/kg)
L4 : Décoction 0
feuilles (5g/kg) 4 1 25%
Lt : Lot témoin 4 0 0
Lot 3: Lot 4:
Décocte des parties aériennes Décocté des feuilles de Ruta
de Ruta montana (5g/kg) montana (5g/kg)

| = Mortalité = Survie | | = Mortalité = survie l|

Figure 30: Taux de mortalité des souris recevant une dose minimale (2g/kg) et une dose

maximale (5g/kg) d’extrait aqueux des parties aériennes et des feuilles de Ruta montana



D’aprés les résultats illustrés dans le tableau et les figures ci-dessus, nous remarquons la mort
de 50% (2/4 de Lot 3) des souris qui ont recu par voie orale une dose maximale (5g/kg) de
I’extrait brut des parties aériennes de Ruta montana. Nous avons remarqué la mort de 25%
(1/4 de lot 4) des souris qui ont regu par voie orale une dose maximale (5g/kg) de I’extrait
brut des feuilles de Ruta montana. Cette mort pourra s’explique par 1’état d’intoxication des
souris femelles. Ainsi, nous pouvons conclure que la dose létale 50 (DLso) est supérieure a
2g/kg et inférieure a 5g9/kg. (2mg/kg<DLso<5mg/Kkg).

Les résultats obtenus pendant la premiére période du protocole (48heurs) qui ont suivi la
premicre journée d’observation permettent de constater que 1’extrait brut totat des feuilles et
des parties aériennes de Ruta montana administrés par des doses minimales (2000mg/kg)
exercerait son action toxique sur une période de 15minutes a 2 jours. Les jours qui suivants,
on ne remarque plus de mortalité.

Ainsi, les souris traitees (lots 1 et 2) rentrent dans une phase de récuperation apres 48 heures.
Aprés avoir augmenté le dose a (5000mg/kg), nous avons trouves que les lots 3 et 4
présentent les mémes signes cliniques des premiers jours d’administration des lots a
2000mg/kg mais le nombre de déces différents (50% de mortalités pour le lot 3, 25% de
mortalités pour le lot 4).

Selon Allouni (2018), la mort de ces souris indique que les molécules meres des alcaloides
sont responsables de la survie des autres souris et non a leurs métabolites, ce qui signifie que
I’organisme animal a des capacités de métaboliser les alcaloides de la plante soit en rendant
inoffensive la substance, soit en I’¢liminant entiérement par les voies d’excrétion naturelles.
Par ailleurs, les résultats de 1’étude sur la toxicité aigiie de Ruta montana par voie orale réalisé
par Merghem (2015) sont en accord avec notre étude, ou cet auteur ne montre aucun déces et
aucun signe clinique de toxicité aprés I’administration des doses 2,4,6,10 et 12g/kg du poids

corporel par voie orale chez les souris méales et femelles.

D’apres les résultats de cette étude, on peut conclure que la Ruta montana adulte (parties
aériennes) malgré son rendement faible (17,43% du décocté), cet extrait a provoque 25% et
50% de mortalité, ceci probablement par la présence des alcaloides totaux par rapport la
Ruta montana jeune (feuilles).

Cette hypothése est affirmée par une étude réalisée par Driouche et al (2021) ; ces auteurs
ont révélé que les alcaloides totaux de la plante Ruta montana récolté au cours de différents

saisons a été recolté. Ces auteurs ont noté que le rendement le plus élevé a été obtenu a partir
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de la plante récoltée au stade de floraison (en Aout) ; tandis que le rendement le plus faible a
été obtenu en hiver (février). Donc les alcaloides totaux sont augmentés pendant la période de

moisson.

5. Consommation de la quantité de nourriture:

A partir de nos résultats, nous avons remarqué une consommation significativement normale
de la quantité de nourriture pour les quatre groupes traités par I’extrait aqueux des parties
aériennes et des feuilles de Ruta montana recevant la dose minimale ainsi que la dose

maximale comparativement au groupe témoin.

6. Consommation de volume d’eau :

A partir de nos résultats, nous avons remarqué une consommation significativement normale
de la quantité d’eau pour les quatre groupes traités par ’extrait aqueux des parties aériennes et
des feuilles de Ruta montana recevant la dose minimale (2g/kg) ainsi que la dose maximale
(5g9/kg) comparativement au groupe témoin.

Selon Piao et al (2013), les alcaloides totaux de Ruta montana n’ont aucun effet sur
I’évaluation pondérale des males et femelles, donc la consommation de nourriture et d’eau

sont considérés ordinaires.

7. Résultats des organes des cadavres autopsiés

Les résultats respectifs de 1’autopsie des souris décédées (lot 3 et lot 4) pendant les 15minutes
a 24 heures apres I’administration par voie orale d’une dose maximale 5000mg/kg de I’extrait
brut des parties aériennes et des feuilles de Ruta montana sont représentées dans les figures
suivantes.

Apres dissection des cadavres, une diminution significative dans la masse relative de foie et
des poumons ainsi que des taches sanguines sur le coeur ; un gonflement de 1’estomac et une

hémorragie sur I’'utérus est remarquées.
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Figure 31 : Organes (foie, poumons, ceeur, estomac et utérus) des souris autopsiées du lot 3 et

dulot 4

Ces observerions sont accord avec les travaux de Allouni (2018). Cet auteur observe une
diminution significative dans la masse relative de poumons qui peut étre due a une
peroxydation lipidique ou a une oxydation des acides gras polyinsaturés dans les
mitochondries ce qui conduit a la formation de peroxyde de lipide avec des dommages
cellulaires (Gurre et James, 1980).

La baisse significative de la masse relative du foie pourrait étre en relation avec la pression
veineuse systématique accrue reflétée par I’hypertension veineuse hépatique, ce qui peut
provoquer une atrophie des cellules hépatiques par des congestions sinusoidales (Freedman
et Keeffe, 2004),

De plus , El-Agraa et al. (2002) affirment que les coupes histologiques du foie, montrent une
surcharge hépatocytaire et une congestion sinusoidale et portale dans les tissus hépatiques.
Ces mémes auteurs ajoutent qu’une perturbation du rythme cardiaque montre un blocage non
spécifique des fonctions cardiovasculaires a forte contention entrainant & une hypotension

puis éclatement.
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Selon Allouni (2018), une hémorragie dans les trompes de Fallope a cause de lacération des
vaisseaux sanguins de la couche interne d’utérus. de plus, le gonflement de I’estomac serait

provoqué par ’action de la substance toxique en modifiant la perméabilité membranaire.
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CONCLUSION

Au terme de notre étude réalisée sur des souris Albinos Wistar en évaluant in vivo la toxicité
aigle par voie orale des extraits aqueux des feuilles et des parties aériennes de Ruta montana

« Fidjel », nous pouvons conclure que :

Lors de I’extraction solide-liquide de différentes récoltes (feuilles et parties aériennes) de
Ruta montana, le rendement d’extraction par décoction est plus important (53.9%; 17.13%)
que le rendement d’extraction par infusion (49.96%; 16.6%) pour les deux parties récoltées
respectivement. De plus, lorsque la plante Ruta montana est jeune (partie feuilles), le
rendement d’extraction par décoction ou par infusion est trois fois plus important (53.9 % et
49.96%) que le rendement d’extraction de la méme plante lorsqu’elle est au stade adulte
(parties aériennes (17.13 ; 16.6%)).

L’étude de la toxicité aiglie par voie orale de Ruta montana par dose minimale (2g/kg) a
montré des symptomes graves de toxicité représentés par des signes respiratoires,
neurologiques et des paralysies. Apres 48h post-gavage, les souris présentent un
comportement normal similaire aux souris témoins avec aucune mortalité. Ce qui nous a
incités a I’administration de la dose maximale (5g/kg), ou nous avons remarques les mémes
signes cliniques par contre le pourcentage de mortalité est plus important pour le lot 3 (50%
de mortalité) et le lot4 (25% de mortalite).

La dose létale (DLso) des feuilles et des parties aériennes de Ruta montana est supérieure a
2g/kg et est inférieure a 5g/kg.

Apres ’administration de I’extrait de I’extrait aqueux des feuilles et parties aériennes de
Ruta montana,, nous avons remarqué une variation du poids corporel est observée pour les
lots expérimentaux (1, 2, 3,4) comparativement au lot témoin.

L’autopsie des souris mortes révéle une diminution significative de la masse des poumons et
du foie, I’éclatement des vaisseaux sanguins de cceur, une hémorragie en niveau d’utérus et

un gonflement de ’estomac chez les souris décédees du lot3.

A partir des résultats obtenus, Ruta montana pourrait étre classée dans la catégorie des
plantes toxiques. Il serait donc important de savoir que cette plante utilisée avec précaution
dans le traitement traditionnel et en quantité mesurés, en particulier pour les parties
aériennes (plante adulte) qui doivent étre utilisées en petites quantités afin d’éviter toute

intoxications.
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ABSTRACT :

Ruta montana called «Fidjel» is a medicinal plant of the family Rutacées, very answered in Algeria. In
this study, Ruta montana leaves (young stage) and air parts (adult stage) were more efficiently
decocted than were teased from the same parts of the plant. In addition, when the plant is young (leaf
parts), the extraction yield (decoction or infusion) is respectively three times greater than that when the
plant is in the adult stage (aerial parts).

In the study of acute toxicity in female Albinos Wistar mice treated with minimum oral doses (2g/kg)
of raw aqueous harvest extract (aerial parts, leaves) of Ruta montana (Lot 1 and 2), severe symptoms
of toxicity occur within 15 minutes to 48 hours of administration (respiratory signs, neurological signs
and paralysis). In the following days, mice exhibit normal behavior, similar to control mice.

When dosing the maximum doses (5g/kg) of the aqueous extracts of the aerial parts and leaves of Ruta
montana (lots 3 and 4), the same clinical signs are observed as the lots receiving the minimum dose
(2g/kg) (lots 1 and 2). However, the number of deaths differs. This may be due to the high
concentration of total alkaloids in the aerial part of the adult plant. Thus, the lethal dose 50 (LDso) is
greater than 2g/kg but less than 5g/kg.

Administration of aqueous raw extract from different crops (leaves and aerial parts) of Ruta montana
by minimum dose (2 g/kg) and maximum dose limit (5 g/kg) has no effect on body weight or water
and food consumption compared to the control lot.

Autopsy of the dead mice revealed a significant decrease in lung and liver mass, ruptured heart blood
vessels, hemorrhage in the uterus and swelling of the stomach in mice receiving the maximum dose of
5g/kg.

Key word :Ruta montana, Acute toxicity, Albinos Wistar mice
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Résumé :
Ruta montana appelée « Fidjel » est une plante médicinale de la famille Rutacées, trés répondue en Algérie.
Dans la présente étude, le rendement de I’extraction du décocté des feuilles (stade jeune) et des parties
aériennes (stade adulte) de Ruta montana est plus important que celui de I’infusion des mémes parties de la
plante. De plus, lorsque la plante est jeunes (parties feuilles), le rendement d’extraction (décoction ou infusion)
est respectivement trois fois plus important que celui lorsque la plante est au stade adulte (parties aériennes).
Lors de I’étude de la toxicité aigiie chez les souris femelles Albinos Wistar traitées par des doses minimales
(2g/kg) par voie orale d’extrait brut aqueux des récoltes (parties aériennes, feuilles) de Ruta montana (lot 1 et
2), on remarque des symptémes graves de toxicité dans les 15 minutes a 48 heures suivants I’administration
(signes respiratoires, neurologiques et des paralysies). Les jours suivants, les souris présentent un
comportement normal, similaire aux souris témoins.
Lors de ’administration des doses maximales (5g/kg) des extraits aqueux des parties aériennes et des feuilles
de Ruta montana (lots 3 et 4), on observe les mémes signes cliniques que les lots recevant la dose minimale
(29/kg) (lot 1 et 2). En revanche, il y’a 25% et 50% de mortalités respectives pour le lot 4et 3. Ceci pourrait
étre d0 a la concentration élevée en alcaloides totaux dans la partie aérienne de la plante adulte. Ainsi, la dose
létale 50 (DLso) est supérieure & 2g/kg mais elle est inférieure a 5g/kg. L’administration d’extrait brut aqueux
des différentes récoltées (feuilles et parties aériennes) de Ruta montana par dose minimale (2 g/kg) et par dose
limite maximale (5g/kg) ne présente aucun effet sur le poids corporel ou sur la consommation d’eau et
d’aliments comparativement au lot témoin.
L’autopsie des souris mortes révéle une diminution significative de la masse des poumons et du foie,
I’éclatement des vaisseaux sanguins de cceur, une hémorragie en niveau d’utérus et un gonflement de

I’estomac chez les souris recevant la dose maximale 5g/kg.
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