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Résumé

L’inflammation est ’'un des problémes de santé les plus fréquents chez 1’étre humain, et bien
qu’il existe des médicaments pour la traiter, ces derniers provoquent de nombreux effets
secondaires, ce qui a incité les experts a se diriger vers les plantes médicinales afin de trouver
des traitements naturels alternatifs dont la plante Peganum harmala L ou I’Harmel qui est une
plante médicinale largement utilisée depuis 1’antiquité dans la médecine traditionnelle afin de
traiter plusieurs maladies comme les maladies inflammatoires, grace a la présence de divers
métabolites secondaires dans ses différentes parties. De ce fait, notre présente étude
s’intéresse a I’évaluation de D’activité anti-inflammatoire in vitro, par la stabilisation
membranaire des érythrocytes en utilisant différents extraits aqueux et hydroéthanolique des
graines de Peganum harmala L, obtenus par la méthode de macération et sous reflux. Dans ce
but bien précis, une analyse phytochimique qualitatif ainsi qu’une étude de cytotoxicité se
sont révélées nécessaires. Les résultats obtenus ont montré un meilleur rendement
d’extraction estimé a 30,5 % pour I’extrait aqueux sous reflux, et les tests phytochimiques ont
révélé la richesse des quatre extraits en alcaloides, stérols et en composées réducteurs.
Concernant 1’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire, nos quatre extraits ont preésenté des
propriétés anti-inflammatoires importantes allant de 64,14 % a 99,69 %, comparables a I’effet
protecteur de la molécule de référence, a savoir le diclofénac. Ce travail, nous a permis de
conclure que les quatre extraits testés des graines de Peganum harmala L ont une activité anti-
inflammatoire importante, en inhibant la lyse des membranes érythrocytaires et donc les
membranes lysosomales.

Mots clés : Peganum harmala, Extraction, Tests phytochimiques, Activité anti-inflammatoire.



Abstract

Inflammation is one of the most common health problems in humans, and although there are
drugs to treat it, these cause many side effects, which has prompted experts to turn to
medicinal plants to find alternative natural treatments including the plant Peganum harmala L
or Harmel, which is a medicinal plant widely used since ancient times in traditional medicine
to treat several diseases such as inflammatory diseases, thanks to the presence of various
secondary metabolites in its various parts. Our present study therefore focuses on the
evaluation of in vitro anti-inflammatory activity through membrane stabilisation of
erythrocytes using various aqueous and hydroethanolic extracts of Peganum harmala L seeds,
obtained by the maceration method and under reflux. For this very specific purpose, a
qualitative phytochemical analysis and a cytotoxicity study were necessary. The results
obtained showed a better extraction yield, estimated at 30.5%, for the aqueous extract under
reflux, and phytochemical tests revealed the richness of the four extracts in alkaloids, sterols
and reducing compounds. In terms of anti-inflammatory activity, our four extracts showed
significant anti-inflammatory properties ranging from 64.14% to 99.69%, comparable to the
protective effect of the reference molecule, diclofenac. This work enabled us to conclude that
the four extracts tested from Peganum harmala L seeds have significant anti-inflammatory
activity, by inhibiting lysis of erythrocyte membranes and therefore lysosomal membranes.
Key words : Peganum harmala, Extraction, Phytochemical tests, Anti-inflammatory activity.
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L'inflammation correspond a une réponse immunitaire naturelle de Il'organisme a diverses
agressions qui peuvent étre d'origine physique, chimique, biologique ou infectieuse,
essentielle pour préserver son intégrité (Sene et al., 2017 ; Rahmani et al., 2016). Parfois,
cette réponse immunitaire protectrice peut étre préjudiciable en raison de I'agressivité de
I'agent pathogene, de sa persistance, ainsi que des anomalies de régulation et de production
des cellules impliquées dans l'inflammation (Sene et al., 2017 ; Kouadio et al., 2021). Cela
entraine 1’apparition d’un grand nombre de pathologies humaines telles que D’arthrite, le
diabete, I'asthme, les allergies et le cancer (Viladomiu et al, 2016).

Le traitement de I’inflammation repose souvent sur [’utilisation d’anti-inflammatoires,
stéroidiens (glucocorticoides) ou non stéroidiens (AINS). Bien qu'efficaces, ces molécules
sont associées a des effets secondaires indésirables tels que des dommages digestifs (ulcére
gastroduodénal, perforation, sténose) et une néphrotoxicité, se traduisant par une insuffisance
rénale aigué et a une rétention hydrosodée (M’barek et al., 2010 ; Soubrier et al., 2013 ;
Yougbaré-Ziébrou et al., 2016). En raison de ces problémes iatrogenes, il est crucial
d’orienter la recherche vers de nouveaux agents thérapeutiques anti-inflammatoires d’origine
naturelle (Kouadio et al., 2021).

Depuis ’antiquité jusqu’a aujourd’hui, I’homme a utilisé les plantes de diverses maniéres et
pour plusieurs raisons, notamment pour traiter les maladies et diminuer les souffrances
humaines (Shakya, 2016). En effet, I’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que
80 % de la population mondiale dépend des plantes medicinales pour repondre a leurs besoins
en soin de santé, que ce soit pour la prévention ou le traitement des maladies (Tran et al.,
2020). De plus I’OMS a rapporté que plus de 20000 espéces de plantes médicinales ont été
identifiées comme sources potentielles pour de nouveaux produits pharmaceutiques (Vaou et
al., 2021).

L’Algérie se caractérise par sa richesse et sa diversité floristique grace a sa diversité
climatique et a sa situation géographique optimale, et parmi ces plantes nous retrouvons la
plante médicinale Peganum harmala Linn (Bournine et al., 2017). Cette plante, appelée aussi
“El Harmel”, est largement utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne (Dehiri et al.,
2022). Elle est connue pour ses diverses activites biologiques comme antidiabétique,
antitumorale, antibactérienne, antifongique, antivirale (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012) et
méme anti-inflammatoire (Keihanian et al., 2021).

A I’heure actuelle, il existe trés peu de travaux sur I’activité anti-inflammatoire de Peganum
harmala L a Ain Témouchent. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude, qui vise a

comprendre les mécanismes d'action des extraits de Peganum harmala vis-a-vis des globules

2



| Introduction générale

rouges. Cette recherche est essentielle pour son utilisation médicale et pour évaluer les

implications potentielles pour la santé, notamment ses propriétés anti-inflammatoires.

Dans le cadre de cette étude, notre manuscrit est divisé en trois parties :

e La premiere partie comporte une synthese bibliographique sur la plante Peganum
harmala L, qui inclut sa classification botanique, sa composition chimique, son
utilisation traditionnelle ainsi que quelques notions sur I’inflammation et les méthodes
d’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire.

o La seconde concerne la partie expérimentale ou nous avons realisé la préparation des
différents extraits bruts des graines de Peganum harmala L, ainsi que des tests
phytochimiques. Nous avons également évalué I’activité anti-inflammatoire de ces
extraits vis-a-vis des globules rouges.

o La troisieme partie présentera les résultats obtenus, suivis d’une discussion et d’une

conclusion génerale.
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1 Généralité sur Peganum harmala

1.1. Nomenclature

La plante de Peganum harmala L est connu sous le nom de “Harmel* en Afrique du Nord, et
de "rue africaine”, "rue mexicaine" ou "rue turque" aux Etats-Unis et sous le nom "d’espand"
en Iran (Mahmoudian et al., 2002). En Turquie elle est désignée par les noms "uzerlik",
" lezik", " ulerzik" et "uzarih™ (Gokkaya et al., 2023). De plus, elle est connue sous le nom de
"fleur ancienne malodorante™ dans la région autonome ouighoure du Xinjiang, en Chine

(Zhao et al., 2011).

1.2. Classification botanique

Peganum harmala fait partie de la famille des Zygophyllaceae, qui comprend environ 22
genres et 250 especes différentes (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012). Bien qu’elle
appartienne a cette famille, sa position taxonomique est encore discutable, dont une famille
distincte des Nitrariaceae a été suggérée pour ce genre (Zhang et Chi, 2019 ; Sheahan et
Chase, 1996).

La classification selon Atta-ur (2022) :

Regne Plantae

Division Angiospermae
Classe Dicotyledonae
Ordre Sapindales
Famille Nitrariaceae
Genre Peganum

Espéce Peganum harmala

Selon (Ozenda, 1991) :

Embranchement Spermatophytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Rosidae

Ordre Sapinadales

Famille Zygophyllacea
Genre Peganum

Espéce Peganum harmala L.

5
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1.3.  Description botanique

Peganum harmala L est une plante glabre (Frison et al., 2008), succulente, herbacée,
densément ramifiée et de couleur verte vive (Photo N°01) (Khawar et al., 2005) avec des
fleurs sauvages et de courtes racines rampantes (Niroumand et al., 2015), qui peuvent
atteindre une profondeur de 5 & 6 meétres dans les sols xériques (Nedjimi, 2020) (Photo
N°02). Elle pousse a partir d’une souche ligneuse vivace (Majid, 2018), et peut atteindre une
hauteur de 30 a 100 cm (Mandouh et EI-Absy, 2018).

'ﬂ,',.)u i

Photo N°01 : Aspect de Peganum harmala L (Zhu et al., 2022).

< -“, = . }7 -
Photo N°02 : Les racines de Peganum harmala L

(La case rouge indique la racine pivotante, et la case bleue indique les racines latérales)
(Chen et al., 2022).
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Les tiges sont multi branches avec une croissance estimée a quatre pieds ou plus, ce qui les
rend rondes et touffues. Les feuilles sont en forme de laniere, finement divisées en longs
segments étroits, de deux pouces de long (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

Les fleurs de cette plante sont remarquables de couleur jaune péle ou blanche (Marwat et
Rehman, 2011), avec une longueur varie d'un pouce a un pouce et demi, et elles fleurissent
généralement a la fin du printemps (Nedjimi, 2020) ou entre Juin et Aolt dans 1’hémisphére
nord (Miraj, 2016).

Habituellement, les grandes fleurs voyantes possedent cing pétales oblongues elliptiques et
cing sépales plus longues et étroites (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

Les fruits sont sous forme de petites capsules sphériques segmentées en trois chambres,
mesurant de 6 a 10 mm de diametre, qui se dressent directement sur la tige. Ces capsules
apparaissent vertes lorsqu’elles ne sont pas mdres et deviennent brunes orangé a maturité
(Dube et al., 2011). Elle contiennent plus de 50 petites graines triangulaires pyramidales de
couleur brun foncé (Moloudizargari et al., 2013 ; Niroumand et al., 2015) tirant vers le
rouge (Hammiche et al., 2013).

Une plante mature de Peganum harmala L est caractérisée par une production de 1000 a 2500
graines par an (Nedjimi, 2020), ainsi que par un godt amer et une forte odeur dissuasive qui

émanent lorsque les feuilles sont froissées (Mahmoudian et al., 2002) (Photo N°03).

Photo N°03 : Les différentes parties de Peganum harmala L

(a:les graines, b : la fleur, ¢ : le fruit, d : la plante, e : les tiges)
(Doskaliyev et al., 2021).
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1.4.  Origine et répartition géographique

Peganum harmala Linn est une plante vivace herbacée et buissonneuse (Ehsanpour et
Saadat, 2002), qui appartient a la famille des zygophyllaceaes, et qui est considérée comme
I’'une des plantes les plus utilisées en médecine populaire (Moshiri et al., 2013), dont son
histoire médicinale remonte a 2000 ans (Zhu et al., 2022).

Peganum harmala pousse dans des conditions arides et semi arides (Aslam et al., 2014 ;
Tahrouch et al., 2002), dans les zones de steppe et les sols sablonneux (Nafisi et al., 2010),
ainsi que dans les sols salins et les régions semi désertiques (Iserin et al., 2001). Elle est
largement distribuée dans plusieurs régions du monde ou elle pousse en Inde, au Mexique,
dans le Sud des Etats unis (Kartal et al., 2003), en Méditerranée, au Pakistan, dans la partie
méridionales de I’Iran (Yousefi et al., 2009), ainsi qu’en Australie, en Afrique du Nord et
dans le Sud-Ouest de 1I’Amérique. Cependant, 1’origine principale de cette plante est 1’Asie
centrale (Mirzaie et al., 2007 ; Bahmani et al., 2012).

1.5. Utilisation traditionnelle

Depuis des décennies et dans divers pays, Peganum harmala est connue pour son utilisation
traditionnelle a de nombreuses fins (Shahrajabian et al., 2021), principalement dans la
médecine traditionnelle (Li et al., 2017).

Les graines de Peganum harmala sont la partie médicinale principale de cette plante
(Niroumand et al., 2015) , ou elles sont consommeées soit sous forme de poudre, soit d’extrait
obtenu par macération, décoction ou infusion (Farouk et al., 2008 ; Miraj, 2016).

Le Harmel est utilisé comme reméde pour diverses maladies, notamment les maladies du
systeme nerveux telles que la maladie de parkinson (Leporatti et Ghedira, 2009), du
systeme respiratoire, cardiovasculaire, gastro-intestinale et du systeme endocrinien
(Moloudizargari et al., 2013b). Il est utilisé également comme emménagogue et agent
abortif (Frison et al., 2008).

En outre, le Harmal joue un rdle de diurétique et de purificateur du sang, et il est conseillé
pour I’impuissance sexuelle et les rhumatismes (Igbal et al., 2011).

La médecine traditionnelle chinoise a largement exploité cette plante pour soulager la toux,
les coliques et les crises d’asthme ainsi que pour le traitement du diabete, de I’hypertension,
du lumbago, de la jaunisse et d’autres maladies humaines (Li et al., 2017).

La poudre des graines était utilisée chez les anciens Grecs comme agent antiparasitaire,

notamment contre les ténias (Bitchagno et al., 2022).
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En plus de ses utilisations médicinales, la plante de Peganum harmala est utilisée dans la
désinfection (Shahverdi et al., 2005), la purification et les pratiques rituelles pour éloigner le
mauvais ceil et les mauvais esprits, en brilant ses graines (Hemmateenejad et al., 2006).
Cetteplante est également employée comme alternative aux colorants rouges, notamment pour

la teinture des tapis et de la laine (Mamedov et al., 2017 ; Miraj, 2016).

1.6. Composition chimique

Plusieurs études phytochimiques montrent que la plante Peganum harmala L contient
différents types de composés chimiques tels que les alcaloides, les flavonoides, les
anthraquinones (Bukhari et al., 2008), les stéroides, les acides aminés, les polysaccharides et
les huiles essentielles (Liu et al., 2022), dans ses graines, ses feuilles, ses fleurs, ses tiges et
ses racines (Shao et al., 2013). La majorité de ces composés chimiques sont des alcaloides
répartis dans diverses parties de la plante, mais la plupart d’entre eux se trouvent au niveau
des graines et des racines (Al-Mazaideh, 2024).

Les principaux acides phénoliques identifiés dans 1’extrait méthanolique des feuilles de
Peganum harmala L sont I’acide caféique, 1’acide rosmarinique, 1’acide protocatéchique et
I’acide hydrocafféique (Elansary et al., 2020).

Les graines de cette plante sont aussi connues par la présence de plusieurs composeés
chimiques, qui comprennent les glucides, les lipides, les protéines, les acides aminés
(Abolhasani et al., 2015), les composés volatiles (Diwan, 2013) et les minéraux, plus
particulierement le potassium et le fer (Senhaji et al., 2022).

Harmaline  (harmidine), harmine (banisterine), harmalol, harman, harmol et
tetrahydroharmine, qui appartiennent aux p-carbolines (Photo N°04), ainsi que le
deoxyvasicinone, vasicinone, isopeganine et dipegene de dérivés quinazolines
(Moloudizargari et al., 2013), sont les alcaloides les plus abondants dans les graines, avec
une estimation de 2 a 7,7 % (Li et al., 2017). I’accumulation de ces composés chimiques
dans les graines séches dépend du type de composé, dont 1’harmine et 1’harmaline sont
accumulées a 4,3 % et 5,6 % respectivement, 1’harmalol a 0,6 % et la tétrahydroharmine a
0,1 % (Herraiz et al., 2010).
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Photo N°04 : Structure moléculaire des principaux p-carolines d'alcaloides de Peganum
harmala L (Fahmy et al., 2021).

1.7.  Activités pharmacologiques de Peganum harmala L
1.7.1. Activité anticancérigéene

Il a été mentionné que la plante Peganum harmala L a une activité anticancéreuse similaire a
differents médicaments anticancéreux (Jalali et al., 2021). Une étude préliminaire montre que
tous les extraits d’alcaloides totaux présents dans toutes les parties de la plante Peganum
harmala L, en particulier ceux des racines ont la capacité de diminuer la viabilité de certaines
lignées cellulaires cancéreuses (Bournine et al., 2017).

Pour plus d’information sur 1’activité anticancéreuse du Peganum harmala L, une étude a été

réalisée sur la lignée cellulaire NCI-H460 du cancer du poumon a petites cellules (CPNPC), la

lignée cellulaire T47D du cancer du sein humain et sur la lignée HCT-116 du carcinome
colorectal humain, en utilisant un dérivé semi-synthétique de B-carbolines des alcaloides, le
B-9-3, qui a montré une meilleure efficacité contre ces lignées cellulaires tumorales. Ce
dérivé est capable d’inhiber la prolifération et la migration cellulaire ainsi que d’induire le

processus d’apoptose (Daoud et al., 2013).
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En outre, une activation de la protéine caspace-8 et une régulation de certains genes
responsables du mécanisme d’apoptose ont été détectées lors d’un test sur I’effet des extraits

des graines de Peganum harmala L, sur le cancer du sein (Shabani et al., 2015).

1.7.2. Activité hypoglycémiante

Le traitement des rats rendus diabétiques par la streptozotocine avec un extrait éthanolique
des graines de Peganum harmala L a deux doses de 150 et 250 mg/kg de poids corporel a
montré une réduction du taux de glucose dans le sang (Singh et al., 2008).

Dans une recherche menée par Komeili et al., (2016) sur I’extrait hydroalcoolique des graines
de Peganum harmala L administré par voie orale chez des rats diabétiques, une diminution
remarquable de la glycémie a été détectée. Il est suggéré que cette diminution pourrait étre
due a une augmentation de la sécrétion d’insuline par les cellules béta de Langerhans restantes
chez les rats diabétiques (Komeili et al., 2016). De plus, il a été mentionné que la plante de
Peganum harmala L peut étre utilisée comme médicament antidiabétique, en raison de la
présence des B-carbolines dans les extraits de ses feuilles et ses graines, favorisant ainsi
I’augmentation de la sécrétion d’insuline et du peptide C, ainsi que 1’¢lévation de la

concentration intracellulaire du glucose (Safamanesh et al., 2023).

1.7.3. Activité vasorelaxante

L’extrait méthanolique de graines de Peganum harmala L assure un effet vasodilatateur, qui
est expliqué par I’inhibition du phosphodiestérase AMP cyclique (Berrougui et al., 2002).
Selon Berrougui et al., (2006) et Astulla et al., (2008) I’harmine et 1’harmaline de cette
plante ont également un effet vasorelaxant, agissant plus précisément sur les cellules
endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires.

En outre, I’harman, le composant actif des alcaloides de Peganum harmala L, représente
également un effet vasorelaxant en interagissant avec les canaux calciques dépendants et en
induisant une libération accrue d’oxyde nitrique (NO) par les cellules endothéliales (Shi et

al., 2000).
1.7.4 Activité antibactérienne

L'utilisation d'antibiotiques chez les humains et les animaux est cruciale pour la santé en
raison de leur capacité a controler et traiter efficacement les infections bactériennes. Dans ce
contexte, une étude a été realisée afin d’évaluer I'efficacité antibactérienne des extraits de

feuilles de Peganum harmala sur les bactéries Gram-positives et Gram-négatives dans divers
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milieux. Selon les résultats de cette étude, la plante P. harmala a inhibé la croissance
bactérienne dans deux environnements distincts. Les résultats ont également été compareés a
ceux de divers antibiotiques couramment utilisés dans les domaines de la santé humaine et
animale, révélant une efficacité prometteuse en tant qu'antibiotique alternatif (Alhawiti et al.,
2024).

D’aprés Shaheen et al., (2022), [D’extrait éthanolique de P. harmala a montré une bonne
activté vis-a-vis de la plupart des agents pathogénes testés. De plus, une meillure activité
antibactérienne de P. harmala contre différentes souches bactériennes telles qu’Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis et Bacillus pumilus a été observée, avec une
efficacité maximale vis a vis des deux dernieres souches bactériennes.

L’efficacité de P. harmala a été étudiée sur 1’évolution de la colibacillose et les effets de
I’alimentation a long terme sur certains paramétres de la santé générale des poulets. Les
résultats obtenus ont montré que ’extrait brut de P. harmala a une activité antimicrobienne
contre E. coli, in vivo (Arshad, 2008).

Plusieurs tests ont été effectués pour évaluer les activités antibactériennes des huiles
essentielles de graines de P. harmala d’Algérie, d’Egypte, de Libye, du Maroc et de Tunisie,
sur Bacillus cereus 4313 et 4384, E. coli 857, P. aeruginosa 50071 et S. aureus 25693. Les
résultats ont montré que les bactéries E. coli ont montreé la plus grande sensibilité a ces huiles,
en particulier envers I’huile de P. harmala d’Egypte (Apostolico et al., 2016).

Tarawneh et al., (2014) ont réalisé une expérience pour déterminer 1’activité des extraits
méthanoliques des parties aériennes de la plante médicinale P. harmala contre cing bactéries,
a savoir S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. cloacae et P. mirabilis. Les résultats ont révélé la
capacité de P. harmala a inhiber la croissance de ces bactéries (Irshaid et al., 2014).
L'utilisation de la fumée des graines de cette plante a été envisagée comme désinfectant de
I’air pour réduire la concentration de bactéries dans 1’air. Le taux d’élimination des bactéries
dans I’air a atteint 92,8 % apres 10 minutes d’exposition a la fumée de 10 g de graines
(Filban et al., 2022).

Il a été rapporté que les B-carbolines des alcaloides de graines de Peganum harmala ont des
activités antibactériennes contre plusieurs bactéries, y a compris Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
Pasteurella multocida et Bacillus subtilis (Kaya, 2023). Par ailleurs, un antibiotique a base de
la plante Peganum harmala L a été suggeré pour traiter des maladies causees par K.

pneumoniae (Fazal et al., 2012).
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1.7.5 Activité antivirale

L’évaluation de I’activité antivirale des différents extraits des feuilles de Peganum harmala
contre la souche AD-169 du cytomégalovirus humain (HCMV) et le virus Coxsackie B du
type 3 (CoxB-3) a été effectuée. Les résultats obtenus ont montré que tous les extraits des
feuilles de P.harmala, a I’exception de I’extrait d’éther de pétrole, ont une activité antivirale.
Les activités antivirales de ces extraits variaient de 80 % a 95 %, et 1’extrait de méthanol était
celui qui présentait 1’activité la plus élevée (Edziri et al., 2010).

En 2010, une autre étude in vitro a testé ’efficacité de I’harmine de Peganum harmala a
différents concentrations (10, 30 et 100 uM) contre I’entérovirus 71(EV71). Il a été montré
que I’harmine affecte la cytopathogénicité de I’entérovirus 71, en inhibant son activité virale

via une régulation au niveau de I’ARN et des protéines de ce virus (Chen et al., 2018).

1.7.6 Activité antifongique

D’aprés Zhu et al., (2022), il existe de nombreuses études antifongiques sur P. harmala qui
montrent que cette plante a une bonne activité antifongique. L’extrait brut des graines
représente I’extrait le plus active.

Une étude a révélé que la fumée de 10 g de graines de P. harmala est capable de réduire le
nombre de champignons dans 1’air. Aprés 30 minutes d’exposition a la fumée, le taux
d’élimination fongique atteint 94,7 % (Shahverdi et al., 2005).

Une étude a été realisée par Diba et al., (2011) pour détecter les activités antifongiques des
extraits alcooliques a différentes concentrations de graines de Peganum harmala sur les
levures du genre Candida. Les résultats ont montré que I'extrait alcoolique de P. harmala a
une activité antifongique, car il réduit le nombre d’agents pathogénes. Il a également été
observé que C. albicans présente la concentration minimale inhibitrice (CMI) la plus basse en
raison de sa résistance réduite aux molécules antifongiques, tandis que C. glabrata présente
une CMI plus élevée.

Une autre étude a été effectuée par Hajji et al., (2020) pour déterminer 1’effet inhibiteur de
I’huile des graines de harmel a différentes concentrations sur dix souches de champignons.
Les résultats ont révélé que I’huile des graines de P. harmala a la concentration de 50 % avait
une excellente activité contre Pythium sp, avec une inhibition de croissance qui variait entre
56 % a 82 %, et contre F. solani sp. cucurbitae avec un taux d’inhibition variant de 15 % a
55,7 %. Il a été conclu que P. harmala pourrait convenir comme médicament pour lutter ou

contréler la croissance de certains micro-organismes.
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1.7.7 Activité antiparasitaire

L'utilisation de I’extrait de la partie aérienne de P. harmala a une dose de 5 mg/kg pendant 5
jours pour traiter cinquante bovins infectés par Theileria annulata a révélé qu’environ 3 a 15
jours apres le traitement, le taux de récupération était de 78 %. De plus, les symptdmes ont
disparu et les parasites ont été éliminés chez 39 bovins (Mirzaei, 2007).

Une étude a été menée sur des agneaux ages de 5 a 6 mois, infectés par la theileriose causée
par le parasite Theileria hirci, en utilisant des extraits des parties aériennes de P. harmala a
une dose de 5 mg/kg. Aprés 9 jours d’utilisation, une amélioration des symptomes a été
observée, et il a été également démontré par une observation microscopique que les parasites
ont disparu (Derakhshanfar et Mirzaei, 2008).

Le traitement avec un extrait méthanolique des graines de P. harmala a deux doses différentes
(1 mg/ml et 3 mg/ml) a montré une diminution du nombre de miracidium a 0,5 % lors du
traitement avec la dose de 1 mg/ml, et une inhibition totale de la formation de miracidium a

la dose de 3 mg/ml (Moazeni et al., 2017).

1.7.8 Activité antioxydante

La plupart des extraits de plantes possedent une activité antioxydante, ce qui leur conféreent
une grande diversité d’applications, notamment dans les domaines pharmaceutiques, les
médecines alternatives et les thérapies naturelles (Naz et al., 2013).

Lactivité antioxydante des différents extraits des graines de Peganum harmala L a été
évaluée par la détermination de la quantité de phenols totaux et par 1’activité de piégeage des
radicaux libres DPPH. Les extraits testés (extraits aqueux, hydroalcooliques et éthanoliques)
ont montré que les graines de P. harmala possédent une activité antioxydante tres puissante
grace a leurs composants phénoliques (Kaskoos, 2014) et a leur capacité a piéger les radicaux
libres (Abbas et al., 2021).

Une étude a été réalisée pour évaluer I’effet d’une protéine de 132 kD isolée a partir des
graines de Peganum harmala. Il a été mentionné que cette protéine isolée présente un effet
curatif contre le stress oxydatif induit par le tétrachlorure de carbone chez les rats. De plus,
elle a démontré une capacité antioxydante similaire a celle de 1’albumine serique bovine
(BSA) et de la vitamine C (Soliman et al., 2013).

1.7.9. Activité anti-inflammatoire
Des études ont été réalisées dans le but d’évaluer 1’effet anti-inflammatoire de Peganum

harmala L. Elles ont montré que I’extrait des graines de cette plante exerce un effet anti-
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inflammatoire en modulant les médiateurs impliqués dans le processus inflammatoire,
notamment les cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL-10, ainsi que les cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-a et IL-6 dans les macrophages TSP-1 stimulés par les
lipopolysaccharides (LPS) in vitro (Mahajna et al., 2015).

Une autre étude a démontré que les alcaloides totaux des graines de Peganum harmala L
stimulent un effet anti-inflammatoire en inhibant le myloperoxidase (MPO), une enzyme qui
peut causer, dans certains cas, des syndromes inflammatoires. Les B-carbolines harmane,
harmine et harmaline sont les principaux facteurs de cette inhibition (Bensalem et al., 2014).
L’effet anti-inflammatoire de 1’huile de graines de Peganum harmala L est dd principalement
a leurs composés bioactifs tels que les acides gras, les polyphénols, les quinones, les
leucoanthocyanes et les tocophérols, en particulier le y-tocophérol (Khadhr et al., 2017).

Une similarité a été détectée entre I’effet anti-inflammatoire de I’extrait d’acétate d’éthyle des
graines de Peganum harmala L et celui du diclofénac lors d’une étude in vivo sur I’cedéme de
patte de rat provoqué par 1’acide acétique glacial et la carraghénane (Kumar et al., 2015).

En outre, il a été constaté que I’harmine est le composant responsable des propriétés anti-
inflammatoires de cette plante, grace a sa capacité a réduire les niveaux d’ARNm et des
cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-6 et IL-1B), ainsi qu’a désactiver les LPS et la NF-xB
induite par le TNF-a et la translocation nucléaire p65, in vitro et in vivo (dans les cellules
macrophagiques RAW2647 de souris) (Liu et al., 2017).

Abbas et al, (2021) ont rapporté que les différents extraits de Peganum harmala (extrait
hydrométhanolique, extrait méthanolique de 70 % et 100 % et extrait de dichlorométhane)
présentent une tres bonne activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo. En fait, la bioactivité
de ces extraits est due principalement a la présence d’harmol, d’harmine, d’harmaline, d’acide

quinique et de peganine (Abbas et al., 2021).

2. Inflammation et activité anti-inflammatoire

2.1 Inflammation

L’inflammation ou réaction inflammatoire (Noack et Kolopp-Sarda, 2018) est une réaction
biologique complexe (De Céssia et al., 2013), qui se produit fréquemment en réponse a des
agressions d’origine exogeéne (éléments solides comme les pathogénes microbiens, infection,
allergie, des produits chimiques et biologiques ou des éléments physiques comme la chaleur
et les rayonnements ionisants) ou endogéne (cellules cancéreuses ou pathologies auto-
immunes) (Rousselet et al., 2005 ; lwalewa et al., 2007).
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Le mot "inflammation” a été inventé par les romains (Oronsky et al., 2022) et a été décrit par
les anciens en cing mots latins qui représentent les symptémes clés de l'inflammation, a savoir
rubor (la rougeur), calor (la chaleur), dolor (la douleur), tumor (le gonflement) et functio laesa
(la perte de fonction) (Punchard et al., 2004 ; Noack et Kolopp-Sarda, 2018).

La réponse inflammatoire joue un rdle primordiale dans 1’élimination d’éventuels pathogénes
et dans le retour a I’homéostasie ainsi que dans la cicatrisation du tissu lésé (Nathan, 2002 ;
Jobanputra et al., 2002 ; Chen et al., 2008). Elle est initiée par 1’agrégation des cellules
immunitaires les vaisseaux sanguins et par la libération de médiateurs de la réaction
immunitaire (Modak et al., 2017) (Figure N°01).
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Figure N°01 : Les processus inflammatoires (Hammerich et Tacke, 2023).

2.2.Types d’inflammation

Il est possible de classer 1’inflammation en deux types distincts : I’inflammation aigué et

I’inflammation chronique (Ferrero-Miliani et al., 2007).

2.2.1. Inflammation aigue
Ce type d’inflammation représente la réponse initiale du corps aux stimuli nuisibles, se
manifestant par I’augmentation du flux sanguin (Okoli et al., 2007) et la migration des

macrophages et des neutrophiles vers les zones d’inflammation (Germolec et al., 2018).
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2.2.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique se référe a une réponse inflammatoire prolongée qui se caractérise
par une modification progressive des types de cellules présentes sur le site de I’inflammation
(Eming et al., 2007), entrainant une destruction et une cicatrisation simultanées des tissus

lésés (Ferrero-Miliani et al., 2007).

2.3.Traitement de ’inflammation

En générale, I’inflammation est traitée par des médicaments anti-inflammatoires stéroidiens
et non stéroidiens (AINS) qui contribuent a réduire I'enflure et la douleur (Adnan et al.,
2019). Cependant, en raison de la gravité des effets secondaires de ces médicaments, le
monde entier s’intéresse de plus en plus a découvrir de nouveaux remédes anti-inflammatoires
(Fennell et al., 2004). Ceci a incité les chercheurs a suggérer des produits naturels, en
particulier les plantes médicinales, comme alternatifs thérapeutiques a ces médicaments
synthétiques (Shaikh et al., 2016).

2.4 Méthodes utilisées dans I’étude de ’activité anti-inflammatoire

Plusieurs études utilisent des essais in vitro et des modeles in vivo pour évaluer I’activité anti-

inflammatoire des plantes médicinales (Maione et al., 2016).

2.4.1. Méthodes in vivo

Méthode 01 : Induction d’un cedéme par I’injection de carragénine dans la patte du rat.

La progression de l'eedéme dans la patte du rat suite a l'injection de carragénine provoque la
libération de plusieurs médiateurs chimiques responsables du processus inflammatoire, qui se
déroule en deux phases. La phase initiale consiste a libérer de I'nistamine et de la sérotonine
(Crunkhorn et Meacock, 1971 ; Ouédraogo et al., 2012), tandis que la deuxiéme phase,
appelée phase de gonflement, est provoquée par la libération de prostaglandines. Cette phase
de gonflement de l'cedéme a été rapportée comme étant sensible aux anti-inflammatoires
stéroidiens et non stéroidiens (Di Rosa et Willoughby, 1971 ; Ait El Cadi et al., 2012).

En raison de ces deux phases, le développement de I'eedéme dans la patte de la souris apres
I'injection de carragénine est défini comme un événement bi-phasique (Ait EI Cadi et al.,
2012 ; Soltani et al., 2019).
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L'effet anti-inflammatoire contre la premiere et la deuxiéme phase de Il'inflammation
provoquée par la carragénine est di a I'inhibition de la libération des premiers médiateurs tels
que I'histamine, la sérotonine et les kinines (Winter et al., 1962) ainsi qu’a une inhibition de

la cyclooxygénase lors de la deuxiéme phase (Seibert et al., 1994).

Méthode 02 : Induction d'une colite chez le rat par I'acide trinitrobenzéne sulfonique
rectal (TNBS).

Le TNBS est un hapténe qui se lie a des protéines tissulaires et se transforme par la suite en
un antigéne, provoquant ainsi une série de réponses immunologiques (Jamwal et Kumar,
2017).

Le modeéle de colite des animaux notamment les rats, présente de nombreuses caractéristiques
biochimiques (Algieri et al., 2013), cliniques et histologiques de la colite ulcéreuse humaine
(Hussein et al., 2014).

Méthode 03 : Inhibition de 1'eedéme induit par I’injection du formol dans la patte du rat.

Dans cette méthode, l'inflammation est provoqué par une injection sous-aponévrotique du
formaldéhyde dans la patte arriére droite du rat (Hosseinzadeh et Younesi, 2002 ; Mohini A.
Phanse et al, 2012). Cet cedéme induit par le formol ressemble étroitement a 1’arthrite

humaine (Banerjee et al., 2000).

2.4.2. Méthode in vitro

Des études ont révélé que certaines plantes médicinales ont la capacité d’améliorer la stabilité
des membranes biologiques ou d’inhiber la dénaturation des protéines, notamment de
I’albumine, lorsqu’elles sont exposées a la chaleur ou a des solutions hypotoniques (Oyedapo
et al., 2010). De nombreux chercheurs ont préféré utiliser plusieurs essais in vitro
simultanément pour évaluer I’activité anti-inflammatoire des composants phytochimiques

(Sarveswaran et al., 2017).

Methode 01 : Inhibition de la dénaturation des protéines (albumine).

Cette méthode est couramment employée in vitro pour évaluer 1’activité anti-inflammatoire, et
elle est caractérisée par sa sensibilité, sa rapidité et sa fiabilit¢ (Chandra et al., 2012).
L’albumine d’ceuf et I’albumine sérique bovine sont les deux types d’albumines les plus
utilisées dans cette technique (Sarveswaran et al., 2017). La dénaturation des protéines

d’albumine entraine la formation d’antigénes qui déclenchent une réaction d’hypersensibilité
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de type III, provoquant ainsi une inflammation (Heendeniya et al., 2018). Lorsqu’un
composant inhibe la dénaturation des protéines, cela indique ses propriétés thérapeutiques en

tant qu’agents anti-inflammatoires (Anyasor et al., 2015 ; Akinyemi et al., 2021).

Méthode 02 : Dosage de I’inhibition de 1a cyclooxygénase (COX) et de la lipoxygénase (5-
LOX).

La majorité des études sur I’activité anti-inflammatoire in vitro se sont concentrées sur
I’inhibition des enzymes des COX et LOX (Elgorashi & McGaw, 2019).

La COX et la 5-LOX sont des enzymes clés impliquées dans le processus inflammatoire par
la formation de médiateurs pro-inflammatoires (Vecka et al., 2008), tels que les
prostaglandines (PG) et les leucotriénes (LT) a partir de 1’acide arachidonique (AA) (Bar et
al., 2022). 1l a été suggéré que I’inhibition de ces enzymes produit une activité anti-

inflammatoire optimale (Anoop et Bindu, 2015).
Méthode 03 : L'activité anti-inflammatoire dans les macrophages dérivés du THP-1.

Cette méthode évalue I’effet anti-inflammatoire en mesurant I'expression et la libération des
anti-inflammatoires (IL-10) et des pro-inflammatoires (IL-1, IL-2, IL-6 et TNF-a) dans les
macrophages humains dérivés de la lignée cellulaire THP-1. Les effets anti-inflammatoires
sont dus principalement a la suppression de I’expression de 'ARNm de I'IL-6 et du TNF-a
(Mahajna et al., 2015), ainsi qu’a au diminution de l'activité du TNF-a dans les monocytes
(Bremner et al., 2009).

Méthode 04 : Stabilisation des membranes érythrocytaires.

En recherche, la stabilisation des membranes des globules rouges est couramment utilisée
comme paramétre biochimique pour évaluer 1’activité anti-inflammatoire in vitro (Khairinisa
et al., 2022), en se basant sur le pourcentage d’hémolyse comme indicateur (Kumar, 2011).

Cette méthode consiste a induire une lyse membranaire par 1’exposition des érythrocytes
humains (Umapathy et al., 2010), des érythrocytes de souris (Sikder et al., 2010) ou des
érythrocytes de rats (Rashid et al., 2011) a des substances nocives telles que la chaleur, le

milieu hypotonique, le méthanol ou le salicylate (Agrawal et Paridhavi, 2012).

2.4.3. Choix des globules rouges comme modéle pour I’évaluation de P’activité anti-
inflammatoire, in vitro, des extraits des graines de la plante médicinale Peganum

harmala.
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L'étude de l'impact hémolytique des extraits de plantes sur les globules rouges revét une
grande importance pour le dépistage des activités biologiques des plantes, en prenant en
considération leur utilisation par les humains dans les systemes de medecine traditionnelle et
leur contribution a la découverte de médicaments. Effectivement, les composants végétaux
bioactifs trouvés dans les herbes et les plantes médicinales peuvent avoir un impact sur la
membrane érythrocytaire (Davanco et al., 2014 ; Mohammedi et Atik, 2014).

La membrane érythrocytaire est similaire a la membrane des lysosomes (Ferrali et al., 1992 ;
Chippada et al., 2011). C’est pour cette raison que les érythrocytes sont considérés comme
un systeme modele pour 1’étude de la stabilisation des membranes lysosomales (Anosike et
al., 2012), et tout constituant qui contribue a la stabilisation de la membrane des globules
rouges peut également étre capable de stabiliser la membrane des lysosomes (Puspal De et
al., 2017). De plus, les globules rouges humaines sont les cellules sanguines les plus
abondantes (Samaraweera et al., 2023), et sont donc faciles a récupérer.

Les cellules immunitaires notamment les neutrophiles, ont la capacité de libérer des
composants lysosomaux a I’extérieure de la cellule, provoquant ainsi une inflammation et des
dommages tissulaires supplémentaires (Chou, 1997).

Durant I’inflammation, il peut y avoir une lyse de la membrane des lysosomes, entrainant la
libération de phospholipase A2 qui hydrolyse par la suite les phospholipides pour générer des
médiateurs inflammatoires (Fujiati et al., 2022), ce qui provoque une variété de troubles
(Sarveswaran et al., 2017) . Ainsi la stabilisation de la membrane des lysosomes est
importante pour limiter la réponse inflammatoire en inhibant la libération de constituants
lysosomaux par les neutrophiles activés (Vadivu et Lakshmi, 2008).

Les médicaments non stéroidiens sont réputés pour leur capacité a réduire I’inflammation en
inhibant les enzymes lysosomales ou en stabilisant la membrane des lysosomes
(Yoganandam et al., 2010).
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1  Matériel végeétal

Le matériel végétal est constitué par des graines de Peganum harmala, achetées de chez un
herboriste de la Wilaya d’Ain Témouchent, située dans 1’ouest d’Algérie. Les graines séches
de Harmel ont été réduites en poudre en utilisant un broyeur automatique puis soumises a
I’extraction.

2  Méthodes

2.1 Préparation des différents extraits des graines de Peganum harmala

Pour I'évaluation de I’activité anti-inflammatoire de Peganum harmala, des extraits bruts

sont préparés a partir des graines de la plante.

2.1.1. Extrait brut aqueux

2.1.1.1 Extraction par macération

20 g de la matiére végétale sont mis en contact avec 200 ml d’cau distillée froide. L’ensemble
est chauffé a 70 °C pendant 5 minutes (ce procédé tue le tissu végétal et empéchel’oxydation
ou I’hydrolyse enzymatique). L’échantillon est laiss¢ macérer durant 24h, et I’opération est
répétée une deuxieme fois avec renouvellement du solvant. Les deux fractions sont réunies et

filtrées puis évaporées a sec dans une étuve a une température de 45 °C. Le produit est

récupéré sous forme de solide de couleur marron (Figure N°02).

20 g de graines/200 ml d’eau distillée

Chauffage a 70 °C (5 min)

Macération 2 jours avec renouvellement du solvant (eau)

Evaporation du filtrat a sec (45 °C)
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Figure N°02 : Schéma de I'extraction aqueuse des graines de Peganum harmala par

macération.
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2.1.1.2.Extraction sous reflux

Nous avons utilisé la technique d’extraction sous reflux continue. 20 g de la matiere végétale
broyée sont mis en contact avec 200 ml d’eau distillée froide et sont portés a ébullition dans
un montage sous reflux. L’opération est répétée trois (03) fois en renouvelant le solvant toutes
les 30 minutes. Les trois fractions sont réunies et filtrées puis évaporées a sec dans une étuve

a une température de 45 °C. Le produit est récupéré sous forme de poudre de couleur marron.

2.1.2 Extraits bruts eau/éthanol

2.1.2.1.Extraction par macération

Selon la méthode d’Upson et al., (2000), 20 g de matieres végetales sechées et broyées sont
placés dans un récipient en verre couvert de 200 ml d’éthanol aqueux 70 % ; le tout est
chauffé a 70 °C pendant 5 minutes (ce procéedeé tue le tissu végétal et empéchel’oxydation ou
I’hydrolyse enzymatique). L’échantillon est laissé macérer durant 24h, et I’opération est
répétée une deuxieéme fois avec renouvellement du solvant.

Apres filtration des fractions sur du papier filtre, elles sont réunies et évaporées a sec pour
récupérer le résidu sec (Figure N°03).

20 g des graines de Harmel / 200 ml du
solvant (eau/éthanol 30/70 ml)

Chauffage a 70 °C (5 min)

Macération 2 jours avec
renouvellement du solvant

Filtration et évapagration du solvant

Figure N°03 : Schéma de I'extraction eau/éthanol des graines de Peganum harmala par

macération.
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2.1.2.2.Extraction sous reflux

Nous avons utilisé la technique d’extraction sous reflux continue. 20 g de la matiere végétale
broyée sont mis en contact avec 200 ml du mélange éthanol/eau 70 % et sont portés a
¢bullition. L’opération est répétée trois (03) fois en renouvelant le solvant toutes les 30
minutes. Les trois fractions sont réunies et filtrées puis eévaporées a sec. Le produit est

récupéré sous forme de poudre de couleur marron.

2.2. Le rendement des extraits secs

Nous avons déterminé le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids de
I’extrait sec (poudre) en gramme, et le poids du matériel végétal utilis€é pour 1’extraction en

gramme ; selon I'équation suivante :

Rdt (%) = [(P1 - P2) / P3] x 100

P1 : poids de la boite aprés évaporation.
P2 : poids de la boite avant évaporation.

P3 : poids de la matiere végétale initial.

2.3.  Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits des graines de Peganum harmala.
Les tanins (Karumi et al., 2004)

On ajoute 3 gouttes de FeClz 1 % a 1 ml d’extraits. Aprés deux minutes d'incubation, un test

positif est révélé par l'apparition d'une coloration bleue ou verte foncée.
Les flavonoides (Karumi et al., 2004)

2 ml de chaque extrait végétal sont traités avec quelques gouttes d’HCL 37 %, et avec 0,5 g
de tournure de magnésium (Mg). Le test positif est marqué par I'apparition d'une couleur

rouge ou orange qui caractérise les flavonoides.

Les terpénoides
On ajoute 1 ml de chloroforme et 1,5 ml de H2SO4 concentrée a 2,5 ml de nos extraits. La
présence des terpenoides est révélée par I'apparition de deux phases et une couleur marron en

interphase.
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Les stérols : réaction de Libermann-Burchard

On traite | ml d'extrait avec 2,5 ml d'anhydre acétique et 10 gouttes d'H,SO, concentrée. Les

stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée virant au vert.
Les coumarines

Al ml de chaque extrait, on ajoute 1 ml d'eau chaude. La solution obtenue est divisée en
deux parties égales dont la premiére représente un témoin et la deuxieme est traitée avec
0,5ml de NH,OH a 10 %. L'examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et I'apparition

d'une fluorescence intenserévele la présence de coumarines (Bruneton, 1999).
Les alcaloides

2,5 ml dHCI a | %, sont ajoutés a 0,1 ml d'extrait, et incubes au bain- marie pendant 10 min.
La solution obtenue est divisée en deux parties. On ajoute a l'une le réactif de Mayer et a
l'autre le réactif de Wagner. L'apparition d'un précipité blanc ou brun révéle la présence des

alcaloides.

Réactif de Mayer : Dissoudre 1,358 g d'HgCl, dans 60 ml d'eau distillée puis 5 g de KI dans

10 ml d'eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total & 100 ml.

Réactif de Wagner : Dans 75 ml d'eau distillée, dissoudre 2 g de Kl et 1,27 g de I,. Le

volumeobtenu est ajusté a 100 ml avec l'eau distillée.
Les quinones libres

A un volume de 1 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1 %.
L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones
libres (Oloyede, 2005).

Les saponosides

On ajoute 1 ml deau distillee a 2 ml de chaque extrait, puis la solution est agitée pendant
1 minute. La présence des saponosides est confirmée par l'apparition d'une mousse qui
persiste durant 15 minutes. Le test est considéré comme positif si I'épaisseur de la mousse

dépasse 1 cm.
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Les composés réducteurs

On ajoute a 1 ml de nos extraits 0,5 ml de Liqueur de Fehling A et B puis on chauffe les tubes
au bain marie a 100 °C. Un test positif est indiqué par I'apparition d'un précipité de couleur

rouge brique (Trease et Evans, 1987).

2.4. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits des graines de

Peganum harmala

2.4.1. Echantillons de sang humain

Des échantillons de sang frais (environ 6 ml) ont été récupérés dans des tubes héparinés, a
I’université Belhadj Bouchaib d’Ain Témouchent, ou la prise de sang a été effectuée, sur des
volontaires (18-40 ans) n’ayant pas pris de médicaments anti-inflammatoires, durant les deux

dernieres semaines avant le prélevement.

2.4.2. Préparation du phosphate buffered saline (PBS)

Pour préparer la solution tampon de PBS a pH =7,4, nous avons utilisé les composés suivants
avec les concentrations qui leurs correspondent : KoHPO4 (8 mM) ; KH2PO4 (2 mM) ; KCI
(2,7 mM) ; NaCl (137 mM) (Mohan, 2006).

2.4.3. Préparation de la suspension des globules rouges humains

Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min. Le
surnageant est, par la suite, éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec du
PBS, jusqu’a I’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant a chaque fois a la vitesse de
3000 rpm, pendant 5 min. La suspension érythrocytaire ainsi obtenue été diluée 20 fois par

PBS (1 ml de culot est dilué dans 19 ml de solution tampon).
2.4.4. Préparation des extraits végétaux

Différentes concentrations d’extraits de la plante (3,125 mg/ml, 6,25 mg/ml, 12,5 mg/ml,
25 mg/ml, 50 mg/ml et 100 mg/ml) sont solubilisées dans le PBS.
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2.4.5. Evaluation de D’effet des extraits des graines de Peganum harmala L. sur la

stabilisation de la membrane des globules rouges

Le test se base sur ’effet des extraits de la plante ¢tudiée sur la stabilisation des érythrocytes,
apres induction de I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une température
élevée, selon le protocole de Ganesh-Gadamsetty et al., (2013).

Dans des tubes a hémolyse, 0,5 ml d’extraits des graines de Peganum harmala, 1,5 ml du
tampon phosphate (0,15 M, pH 7,4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl a 0,36 %) ont été
mélanges et incubes, a 37 °C pendant 20 min. Par la suite, un volume de 0,5ml de h
suspension des érythrocytes (5 %) a été rajouté pour chaque tube, enchainé d’une incubation,
a 56 °C pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans de 1’eau froide pendant 20 min, afin
d’arréter la réaction ensuite centrifugé, a 3000 rpm pendant 5 min. La lecture d’absorbance du
surnageant est faite a 560 nm, a 1’aide d’un spectrophotometre, Le contr6le consiste en un
mélange de 2 ml de la solution hyposaline, 2 ml du tampon PBS, 0,5 ml de la suspension de
globules rouges et 0,5 ml d’cau physiologique.

Le diclofénac, est utilisé comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les
mémes concentrations que 1’extrait. Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon I’équation

suivante :

% d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac —At) / Ac] * 100

Ac : absorbance du contréle

At : absorbance de 1’échantillon (test)
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1. Etude phytochimique

1.1 Rendement en extraits secs

Les extraits secs de nos quatre extraits bruts, dont 1’aspect physique est sous forme d’une
matiére tendre et collante de couleur brune (marron), sont obtenus par deux méthodes
d’extraction différentes a savoir 1’extraction par macération et une autre sous reflux en
utilisant deux solvants de polarité differente.

Les rendements des extraits secs ont été calculés et les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau N°01.

Tableau N°01 : Les résultats du rendement d'extraction des graines de Peganum harmala L.

PMV PExt
Mode d’extraction Solvant Rdt (%0)
(9) (9)
0
Macération 40 6.7 16,75 %
Extrait brut aqueux Eau distillée
20 6,1 30,5 %
Sous reflux
0,
Macération 20 4.2 21%
Extrait brut )
) Eau/éthanol 70 %
eau/éthanol 20 3 15%
Sous reflux

Avec :
PMV : Poids initial de la matiére végétale en gramme.

PEXt : Poids de I’extrait en gramme.

Dans notre étude, les résultats des rendements en extraits obtenus des graines de Peganum
harmala L varient de 15 % a 30,5 %. L’extrait brut aqueux obtenu par la technique sous reflux
correspond au meilleur rendement obtenu, avec un pourcentage de 1’ordre de 30,5 %. Ensuite,
vient I’extrait eau/éthanol obtenu par macération avec une teneur de 21 %, suivie de I’extrait
aqueux obtenu par macération avec une teneur de 16,75 %. Le pourcentage le plus faible, est
estimé a 15 %, est représenteé par 1’extrait eau/éthanol sous reflux.

D'apres les résultats obtenus, on remarque une différence dans les taux de rendements entre
les quatre extraits. Cette différence est due a l'efficacité des solvants utilisés pendant

I'extraction. Les taux de rendements montrent également que I’extrait aqueux est le plus
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abondant en termes de quantité, ce qui est di a la richesse de la plante en composés
hydrosolubles. En revanche, I’extrait hydroéthanolique présente un rendement inférieur a
celui de l'extrait aqueux.

Nos résultats indiquent egalement que le rendement est influencé par la nature des solvants
utilisés, car la polarité des solvants employés est un facteur crucial (Behidj-Benyounes et al.,
2015).

Les différentes parties de P. harmala contiennent plusieurs métabolites secondaires connus
tels que les composés phenoliques (Khan et al., 2017 ; Elansary et al., 2020), surtout les
graines qui en sont particulierement riches (Khadhr et al., 2017). Les composés phénoliques
présents dans les plantes sont généralement des composés polaires qui sont extraits avec des
solvants polaires (Kylli, 2011), étant donné que la solubilité des polyphénols est
principalement influencée par la polarité des solvants employés (Wissam et al., 2012), Cette
proposition est confirmée par Jisieike et Betiku (2020), qui ont mis en évidence I'impact de
la polarité du solvant utilisé sur 1’amélioration du rendement (Behidj-Benyounes et al.,
2015).

Le rendement de I’extrait eau/éthanol obtenu par macération est estimé a 21 %, ce qui est
proche des résultats obtenus par Nilahyane et al., (2012), ou les rendements étaient estimés a
23,5 %.

Dans une autre étude menée par Senhaji et al., (2022), les résultats du rendement des
extractions aqueuses et alcooliques des graines de P. harmala du Maroc étaient différents de
ceux que nous avons obtenus. lls avaient enregistré des rendements plus faibles, estimés a
7,65 % pour I’extrait aqueux et 9 % pour I’extrait alcoolique par macération. Ainsi, nous
pouvons conclure que la différence de rendement dans ce cas est principalement due a la

variation des régions ou la plante est cultivée.

1.2. Tests phytochimiques

Les effets médicinaux des plantes sont identifiés par différents composants phytochimiques
(Stephen et Ejikeme, 2016), qui sont répartis dans divers parties des plantes et comprennent
les alcaloides, les flavonoides, les saponosides, les tannins, les terpenes et d’autres
composants (Rimjhim et al., 2014).

Les tests phytochimiques réalisées sur nos quatre extraits bruts de graines de la plante
Peganum harmala L, nous ont permis de détecter la présence de quelques métabolites
secondaires a travers caractérisations qualitatives telles que la formation de précipités,

I’apparition de coloration dues a une réaction entre un réactif spécifique et la molécule
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détectée, ou encore par examen sous lumiere UV. Nos résultats expérimentaux obtenus sont

résumés dans le tableau N°02.

Tableau N°02 : Résultats des tests phytochimiques de différents extraits des graines de

Prganum harmala L.

Meétabolites o ) Extraits aqueux Extraits eau/ ethanol
. Reéactions Resultats _ _
secondaires Macération | Sous reflux | Macération | Sous reflux
] FeCl; Coloration bleue ou
Tanins . - - - -
verte foncée.
. N Coloration rouge ou
Flavonoides Mg - + + +
orange
Deux phases et une
o Chloroforme
Terpénoides couleur marron en ++ + +4++ +
+ H,SO, )
interphase
Anhydre L
. . Coloration violacée
Stérols acétique + ) ++ +++ +++ +++
virant au vert
H,SO,
) Fluorescence Fluorescence
Coumarines ] + + ++ +
/ UV intense
) Wagner et o
Alcaloides Précipité blanc/brun +++ ++ +++ +++
Mayer
Quinones Coloration
] NH,OH ) ) ++ + + +
libres jaune/rouge/violet
Saponosides | Eau distillée Mousse > 1 cm - - - -
Composeées Liqueur de Précipité rouge
) ) + +++ ++ ++
reducteurs Fehling brique

- : Absence totale ; + : Présence en quantité faible ; ++ : en quantité moyenne ; +++ : en quantité abondante

Les résultats du criblage phytochimique obtenus a partir de nos différentes préparations

indiquent que les graines de cette plante ont une tres forte teneur en alcaloides, stérols et

composés réducteurs, ainsi qu’une teneur moyenne en terpénoides, coumarines et quinones

libres. Apres la révélation des autres métabolites secondaires, nous avons constaté que les

flavonoides sont présents en quantité moyenne a faible dans les extraits et absents dans le

maceérat aqueux. Cependant, nous avons détecté une absence totale de saponosides et de

tanins dans les quatre extraits testés.
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Nos résultats obtenus sont en accords avec ceux trouvés par Khadhr et al., (2017) et
Abdulridha et al., (2019), qui montrent que les graines de Peganum harmala sont trés riches
en alcaloides dans les extraits aqueux et hydroalcoolique. Herraiz et al., (2010) ont démontre
que la teneur la plus élevée en alcaloides se trouve au niveau des graines de Peganum
harmala par rapport aux autres parties de cette plante.

La présence des flavonoides, des coumarines et des stérols dans nos extraits est similaires a
celle trouvée par Amariz et al.,, (2019), tandis que 1’apparition des terpénoides et des
quinones libres est corrélée avec les travaux de Bouabedelli et al., (2016). Concernant la
teneur des graines en composés réducteurs, elle est confirmé par Benbott et al., (2013).
D’autre part, I’absence des saponosides dans nos résultats est confirmée par les travaux de
Kaskoos, (2014) et Shaheen et al., (2021), et I’inexistence des tanins a été prouvée par
Kumar et al., (2015).

Apres la comparaison de nos résultats obtenus avec d’autres recherches, on a trouvé quelques
différences dans la composition des graines de Peganum harmala L, ou cette variation peut
étre expliquée par plusieurs facteurs tels que la différence entre les régions de récolte des
graines, les conditions climatiques et les conditions du sol dans chaque régions (Asadzadeh
etal., 2021).

2 Evaluation de Dactivité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits des graines de

Peganum harmala L

Notre travail est basé sur I’étude de I’effet anti-inflammatoire des graines de la plante
Peganum harmala L sur la stabilisation des érythrocytes apres induction de 1’hémolyse par
une solution hypotonique associée a une température élevée, selon le protocole de Ganesh-
Gadamsetty et al., (2013). Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire de nos extraits, nous avons
choisi le diclofénac comme molécule de référence. Les concentrations utilisées pour le
diclofénac sont les mémes que celles de nos extraits préparés (3,125 / 6,25/ 12,5/ 25/ 50 et
100 mg/ml).

Selon les résultats obtenus et illustrés dans la figure N°04, nous remarquons que le
pourcentage d’inhibition d’hémolyse diminue parallelement a 1’augmentation des
concentrations de diclofénac. Cependant, I’efficacité anti-inflammatoire est remarquable, avec
des taux de protection allant de 70,93 % a 76,71 %.
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Figure N°04 : Pourcentage d'inhibition (%) d’hémolyse des globules rouges en

fonction des différentes concentrations du diclofénac.

Une protection maximale de 76,71 % a été détectée lors du traitement des globules rouges par

la plus faible concentration testée en diclofénac, qui est de I’ordre de 3,125 mg/ml.

Apreés le traitement des globules rouges par différentes concentrations d’extraits des graines

de Peganum harmala L, et aprés le calcul du pourcentage d’inhibition d’hémolyse, nous

constatons une diminution du pourcentage d’inhibition avec

I’augmentation  des

concentrations des quatre extraits testés. En revanche, ces quatre extraits présentent des

pourcentages de protection considérables, allant de 64,14 % a 99,69 %. Les résultats obtenus

sont présentes sur la figure N°05.
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Figure N°05 : Pourcentage d'inhibition (%) d'hémolyse des globules rouges en fonction

des différentes concentrations des graines de Peganum harmala L.
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L’extrait aqueux de Peganum harmala L préparé par macération a indiqué un pourcentage
d’inhibition le plus élevé estimait a 99,69 % a la concentration de 3,125 mg/ml, dépassant
celui de I’anti-inflammatoire de référence (diclofénac). Il est suivi par 1’extrait aqueux sous
reflux, dont le pourcentage est égal a 98,21 %, puis I’extrait hydroéthanolique sous reflux
avec 95,49 %. En revanche, I’extrait hydroéthanolique préparé par macération présente une
protection de 1’ordre de 82,09 % a la méme concentration de 3,125 mg/ml.

Apres avoir compareé les résultats de nos extraits avec ceux du diclofénac, nous avons constaté
que les quatre extraits des graines de Peganum harmala L présentent des propriétés anti-
inflammatoires importantes.

En se basant sur les résultats obtenus, nous pouvons confirmer que nos extraits se sont révélés
plus puissants que le diclofénac dans la stabilisation membranaire, en inhibant I’hémolyse des
membranes des hématies. Cet effet protecteur, en particulier celui des extraits alcooliques, est
en accord avec les résultats obtenus dans les recherches menées par Shaheen et al., (2021).
L’inflammation est un processus de protection biologique des tissus vivants (Dharmadeva et
al., 2018) face aux infections, blessures ou stimuli de brdlures (Anyasor et al. 2019). Pendant
I’inflammation, des enzymes lysosomales sont libérées, ce qui entraine une variété de
désordres caractérisés par 1’endommagement des macromolécules tissulaires et la
peroxydation de lipides membranaires, conduisant a certains pathologies comme la
polyarthrite rhumatoides, etc. (Kumari et al., 2015). Ainsi, la stabilisation des membranes
lysosomales est importante pour modérer la réponse inflammatoire (Vadivu et Lakshmi,
2008). In vitro la stabilisation des membranes lysosomales par un anti-inflammatoire est
évaluée en utilisant des globules rouges humains, étant donné la similarité entre les
membranes lysosomales et les membranes érythrocytaires (Puspal De et al. 2017). C’est
pourquoi nous avons choisi les globules rouges humains comme modele pour évaluer
I’activité anti-inflammatoire des extraits de graines de Peganum harmala L.

Généralement, les médicaments anti-inflammatoires et les constituants phytochimiques des
remedes a base de plantes médicinales, notamment les phénols et les flavonoides, ont la
capacité de traiter I’inflammation en prévenant soit la dénaturation des protéines cellulaires,
soit par la stabilisation membranaire (Akhtar et al., 2022).

Les composes phytochimiques contenus dans les plantes, y compris les flavonoides et les
composés phénoliques, possédent des propriétés anti-inflammatoires bénéfiques (Kooti et
Daraei, 2017). Lactivité anti-inflammatoire de Peganum harmala L est donc due a la
présence de flavonoides, de phénols ainsi que d’alcaloides (Akhtar et al., 2022). Il a

également été mentionné dans les travaux de Khlifi et al., (2013) que les composés
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phénoliques des graines de Peganum harmala L contribuent a 1’activité anti inflammatoire, ce
qui confirme I’importance thérapeutique de Peganum harmala L et suggere que cette plante

pourrait étre une source prometteuse pour la thérapie des maladies inflammatoires.
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Notre travail fournit un apercu complet de la plante de Peganum harmala L, incluant sa
distribution, sa description, ses utilisations traditionnelles, ses composés bioactifs tels que les
alcaloides ainsi que ses activités pharmacologiques, notamment son activité anti-
inflammatoire.

Dans la présente étude, 1’objectif principal est d’évaluer I’activité anti-inflammatoire de
quatre extraits de différentes concentrations des graines de Peganum harmala L selon la
méthode de stabilisation des érythrocytes in vitro, aprés induction de 1’hémolyse par une
solution hypotonique a haute température, en utilisant le diclofénac comme molécule de
référence. De plus, nous effectuerons un screening phytochimique des extraits de ces graines.
Les résultats des rendements de I'extraction par macération et sous reflux des extraits aqueux
et hydro-éthanoliques ont démontré que I'extrait aqueux sous reflux présente le meilleur
rendement (30,5 %) par rapport aux autres extraits préparés.

D’autre part, les résultats du screening phytochimique révélent que notre plante est trés riche
en alcaloides, stérols, coumarines et en composés réducteurs. La présence de ces derniers dans
les graines de Peganum harmala confére a cette plante une large gamme de bienfaits
thérapeutiques.

Nos résultats montrent également que les différents extraits aqueux et hydroéthanoliques
obtenus par macération et sous reflux de ces graines ont une activité anti-inflammatoire
importante sur la stabilisation de la membrane des érythrocytes in vitro, allant de 64,14 % a
99,69 %. Cette activité dépasse ainsi I’effet du diclofénac, suggérant le réle potentiel de cette
plante médicinale dans les thérapies des maladies inflammatoires.

Nos résultats obtenus sur I’effet anti-inflammatoire des extraits des graines de Peganum
harmala L sont intéressants. Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
identifier plus précisément les composés bioactifs des graines de Peganum harmala L
responsables de D’activité anti-inflammatoire, et pour bien comprendre leurs mécanismes
moléculaires et cellulaires. De plus, il est nécessaire de les tester sur d’autres modéles in vitro

et in vivo afin de développer de nouvelles thérapies a base de cette plante.
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