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Résumé

Cette ¢tude se propose d'évaluer le potentiel phytochimique ainsi que les propriétés biologiques de I'extrait
éthanolique de Ruta montana. L'approche méthodologique intégre une caractérisation approfondie des métabolites
secondaires, une évaluation multiparamétrique de ses activités biologiques incluant des tests in vitro (capacités
antioxydantes, inhibition enzymatique et action antimicrobienne), et une analyse in vivo de ses effets protecteurs
contre la toxicité hépatique et rénale induite par le tébuconazole (TBC) chez un modéle murin (rats Wistar males).
En complément, une investigation par modélisation moléculaire in silico a été conduite pour prédire les propriétés
ADME (absorption, distribution, métabolisme, excrétion) et le profil toxicologique des principaux composés
phytochimiques identifiés. L’extraction hydroéthanolique a révélé que le rendement était 11,994 %. La mesure des
polyphénols (méthode de Folin-Ciocalteu), les flavonoides (par réaction a 1'AICls) et les tanins (méthode a la
vanilline) a mis en évidence des niveaux importants de polyphénols (3,31 + 0,04 mg EAG/g ES), de flavonoides
(3,35+0,10 mg EQ/g ES) et de tanins (1,61 + 0,004 mg EAT/g ES). L'analyse par LC-MS/MS a permis d'identifier
neuf composés bioactifs, parmi lesquels 1'hespéridine a été quantifiée a 22,86 mg/g. L'extrait a démontré une
activité antioxydante significative avec des valeurs d'ICso de 0,126 + 0,05 mg/ml pour le DPPH et de 0,104 + 0,04
mg/ml pour 'ABTS, ainsi qu'un TAC de 0,291 £ 0,03 pour le CUPRAC Aos= 0,271 + 0,08. De plus, une activité
antimicrobienne a été entamé par la méthode de diffusion sur gélose. L'extrait a démontré une forte activité
antibactérienne contre Escherichia coli (18.5 mm) et Klebsiella pneumoniae (19 mm), avec des zones d'inhibition
atteignant 20 mm pour Pseudomonas aeruginosa. Les effets anti-inflammatoires (évalués via le modéle d’cedéme
auriculaire induit par le xyléne) et analgésiques (mesurés par le test d’immersion de la queue) ont été testés in
vivo sur des rats Wistar. L’administration de 1’extrait de RM a 100 mg/kg a réduit 1’épaisseur de 1’oreille de 38,23
% (p < 0.05) aprés 90 minutes, un effet comparable a celui de ’aspirine. Par ailleurs, le test d’immersion de la
queue a mis en évidence un effet analgésique dose-dépendant, se traduisant par un prolongement du temps de
latence de réaction jusqu’a 4.0 secondes (p < 0.05). L'étude de 1’evaluation de I’effet moderateur de notre extrait
a été réalisée sur un total de 42 rats males ayant un poids moyen de 178+67.2 g, qui ont été répartis en six groupes
composés de sept animaux chacun. Un groupe témoin, un groupe TBC traité par 100 mg/kg de tébuconazole. Le
troixiéme (RM 1) et le quatiéme groupe (RM 2) ont été traités par 50 mg/kg et 100 mg/kg de I’extrait de Ruta
montana respectivement. Le groupe cing (TBC+RMI) et le groupe six( TBC+RMII) ont été traités par la
combinaison de tébuconazole et 1’extrait de Ruta montana. Aprés 50 jours du traitement oral des rats, un dosage
hématologique, biochimique et hormonal a été réalisé en plus, d’un spermogamme et une étude histologique. Nos
résultats ont montré clairement que le TBC provoque une hépatotoxicité (augmentation des AST, ALT, ALP), une
néphrotoxicité (hausse de la créatinine et de 1’urée), une perturbation hormonale (diminution de la testostérone) et
des 1ésions histologiques (foie, reins, testicules). L’administration de la combinaison (TBC + RM) a montré une
récupération de ces paramétres. Les analyses in silico réalisées via SwissADME et pkCSM ont confirmé la
biodisponibilité et la sécurité des composés de RM. Cette étude démontre clairement que 1’extrait de Ruta montana
posseéde un potentiel antioxydant, anti-inflammatoire, et antibactérien avec un pouvoir modérateur efficace contre

la toxicité induite par le Tébuconazole, soulignant son potentiel thérapeutique en tant qu’agent protecteur naturel.

Mots-clés : Ruta montana, LCMS, Activités biologiques in vitro, Rats, Tébuconazole, Toxicité hépatorénale,
Test in silico.



Abstract

This study evaluates the phytochemical potential and biological properties of Ruta montana ethanolic extract. The
methodological approach integrates an in-depth characterization of secondary metabolites, a multiparametric
evaluation of its biological activities including in vifro tests (antioxidant capacities, enzymatic inhibition and
antimicrobial action), and an in vivo analysis of its protective effects against tebuconazole (TBC)-induced liver
and kidney toxicity in a mouse model (male Wistar rats). In addition, in silico molecular modeling was used to
predict the ADME properties (absorption, distribution, metabolism, excretion) and toxicological profile of the
main phytochemical compounds identified. Hydroethanol extraction revealed a yield of 11.994%. Measurement
of polyphenols (Folin-Ciocalteu method), flavonoids (by AICI: reaction) and tannins (vanillin method) revealed
significant levels of polyphenols (3.31 = 0.04 mg EAG/g ES), flavonoids (3.35 + 0.10 mg EQ/g ES) and tannins
(1.61 £ 0.004 mg EAT/g ES). LC-MS/MS analysis identified nine bioactive compounds, among which hesperidin
was quantified at 22.86 mg/g. The extract demonstrated significant antioxidant activity with ICso values of 0.126
+0.05 mg/ml for DPPH and 0.104 + 0.04 mg/ml for ABTS, as well as a TAC of 0.291 + 0.03 for CUPRAC A0.5=
0.271 + 0.08. In addition, antimicrobial activity was observed using the agar diffusion method: the extract
demonstrated strong antimicrobial activity against Escherichia coli (18.5 mm) and Klebsiella pneumoniae (19
mm), with zones of inhibition reaching 20 mm for Pseudomonas aeruginosa. Anti-inflammatory (assessed via the
xylene-induced auricular edema model) and analgesic (measured by the tail immersion test) effects were tested in
vivo on Wistar rats. Administration of MR extract at 100 mg/kg reduced ear thickness by 38.23% (p < 0.05) after
90 minutes, an effect comparable to that of aspirin. In addition, the tail immersion test demonstrated a dose-
dependent analgesic effect, with reaction latency prolonged by up to 4.0 seconds (p < 0.05). The evaluation of the
moderating effect of our extract was carried out on a total of 42 male rats with an average weight of 178+67.2 g,
which were divided into six groups of seven animals each. A control group, a TBC group treated with 100 mg/kg
tebuconazole. The third (RMI) and fourth (RMII) groups were treated with 50 mg/kg and 100 mg/kg of Ruta
montana extract respectively. Group five (TBC+RMI) and group six (TBC+RMII) were treated with the
combination of tebuconazole and Ruta montana extract. After 50 days of oral treatment of the rats, a hematological,
biochemical and hormonal assay was carried out, in addition to a spermogam and histological study. Our results
clearly showed that TBC caused hepatotoxicity (increased AST, ALT, ALP), nephrotoxicity (increased creatinine
and urea), hormonal disruption (decreased testosterone) and histological lesions (liver, kidneys, testes). In silico
analyses performed via SwissADME and pkCSM confirmed the bioavailability and safety of RM compounds. This
study clearly demonstrates that Ruta montana extract possesses antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial
potential with effective moderating power against Tebuconazole-induced toxicity, underlining its therapeutic

potential as a natural protective agent.

Keywords: Ruta montana, LCMS, in vitro biological activities, Rats, Tebuconazole, Hepatorenal toxicity, /n silico

test.
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Liste des abréviations
A
- ABTS : 2,2’-Azino-Bis(3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonique
- AChE : Acétylcholinestérase
- ADMET : Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, Toxicité
- AhR : Récepteur Aryl Hydrocarbone
- ALB : Albumine
- ALP : Phosphatase Alcaline
- ALT/TGP : Alanine Aminotransférase / Transaminase Glutamique-Pyruvique
- ANOVA : Analysis of Variance (Analyse de Variance)
- AST/TGO : Aspartate Aminotransférase / Transaminase Glutamique-Oxaloacétique
B
- BBB : Barri¢re Hémato-Encéphalique (Blood-Brain Barrier)
- BCFs : Facteurs de Bioconcentration
- BHT : Butylhydroxytoluéne (antioxydant synthétique)
- BPA : Bisphénol A (mentionné dans les références toxicologiques)
C
- CYP450 : Cytochrome P450 (famille d’enzymes hépatiques)
- CUPRAC : Cupric Reducing Antioxidant Capacity
- CV : Congestion Vasculaire
D
- DL50 : Dose Létale Médiane (50 % de mortalité)
- DPPH : 2,2-Diphényl-1-Picrylhydrazyle
- DTNB : 5,5’-Dithiobis(2-Nitrobenzoique) (réactif pour ’AChE)
E
- EC50 : Concentration Efficace Médiane
- EDTA : Ethyléne Diamine Tétraacétique
- ELFA : Enzyme-Linked Fluorescent Assay (dosage hormonal)
- ERO : Espéces Réactives de I’Oxygene
- ESM : Erreur Standard de la Moyenne (SEM)



- FSH : Hormone Folliculo-Stimulante

G
- GAE : Equivalent en Acide Gallique (Gallic Acid Equivalent)
- GI : Gastro-Intestinal

- GLU : Glucose

- HDL : Lipoprotéines de Haute Densité

- HE : Huile Essentielle

- H&E : Coloration Hématoxyline-Eosine

- hERG : Human Ether-a-go-go-Related Gene (canal potassique cardiaque)
|

- IC50 : Concentration Inhibitrice Médiane (50 % d’inhibition)

- II : Infiltrat Inflammatoire

- INPN : Inventaire National du Patrimoine Naturel
L

- LC-MS/MS : Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse en Tandem

- LDH : Lactate Déshydrogénase

- LDL : Lipoprotéines de Basse Densité

- LH : Hormone Lutéinisante

- LOAEL : Lowest-Observed-Adverse-Effect Level

- LMD : Licence-Master-Doctorat (systéme éducatif)
M

- MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase

- MDR : Résistance Multi-Médicamenteuse (Multi-Drug Resistance)
N

- NO : Oxyde Nitrique

- NOAEC : No-Observed-Adverse-Effect Concentration

- NT : Non Testé
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- OCDE : Organisation de Coopération et de Développement Economiques
- OMS : Organisation Mondiale de la Santé
P
- PGP : P-Glycoprotéine (transporteur d’efflux)
- PKCSM : Outil de prédiction pharmacocinétique/toxicologique
- PLT : Plaquettes
- POLA : Polarité (parametre SwissADME)

- RBC : Globules Rouges (Red Blood Cells)
- RM : Ruta montana
- ROS : Espéces Réactives de I’Oxygene (Reactive Oxygen Species)
- RS : Score de Risque (Risk Score)
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Les pesticides sont des substances utilisées pour contrler ou bien éliminer les
organismes nuisibles tels que les insectes, les mauvaises herbes, les champignons ou autres
organismes pouvant nuire aux cultures, aux animaux ou aux é&tres humains. Ces
composés quelque soit naturels ou chimiguement synthétisés, sont largement utilisés dans
I'agriculture, la sylviculture, I'aquaculture, et d'autres secteurs pour améliorer la productivité et

protéger les approvisionnements alimentaires (Tudi et al., 2021).

Le tébuconazole (TBC) est un fongicide appartenant a la famille des triazoles (BoSkovi¢
et al., 2021), joue un rdle crucial dans l'agriculture moderne, étant utilisé pour gérer une large
gamme d'infections fongiques, notamment sur les céréales, les cultures, les fruits et les Iégumes
(Lietal., 2012 ; Ben Othméne et al., 2020). Néanmoins, son application généralisée a entrainé
une exposition potentielle chez les mammiféres (De Rossi et al., 2003). Plusieurs études ont
rassemblé des preuves substantielles suggérant que 1'exposition au tébuconazole, par diverses
voies, pourrait avoir des implications sur la santé et induire des pathologies dans plusieurs
organes (Goetz et al., 2007; Ben Othméne et al., 2020). L'exposition au tébuconazole peut
entrainer des déficiences immunologiques, neurocomportementales et neuropathologiques
(Ben Saad et al.,, 2017). Certaines ¢tudes toxicologiques ont mis en évidence que le
tébuconazole peut également entrainer une augmentation des anomalies chromosomiques et des
échanges entre chromatides sceurs dans les lymphocytes du sang périphérique des vaches (Yang
et al., 2019). L'administration de tébuconazole s'est traduite par une augmentation des niveaux
d'ARNm de Cypla2, de Cyp2bl10, de Cyp3all et de la réductase NADPH-cytochrome P450
dans les hépatocytes de souris (Tamura et al., 2013). Ainsi, le TBC se présente comme un
xénobiotique redoutable qui pourrait potentiellement induire une toxicité hépatique, rénale et
méme reproductrice et un stress oxydatif (Joshi et al., 2016), des altérations métaboliques (Ku

et al., 2021) et méme la mortalité chez divers organismes (Perez-Rodriguez et al., 2019).

Ainsi, la nécessité de trouver des moyens et des solutions efficaces pour réduire les effets
nocifs des pesticides est devenue incontournable. Bien que la médecine moderne ait fait des
progres significatifs, la majorité des individus ont une préférence pour les traitements
traditionnels. Selon des données récentes, 80 % de la population mondiale a recours a des
traitements traditionnels, généralement basés sur l'utilisation d'extraits de plantes ou de

composés bioactifs (Rajcevic et al., 2020).

En raison de leur faible incidence d'effets secondaires et de leurs propriétés bénéfiques

pour la santé, les produits pharmaceutiques issus des plantes suscitent un vif intérét pour les
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chercheurs depuis de nombreuses années (Aye et al., 2019). La Ruta montana est une plante
appréciée dans le domaine de la médecine traditionnelle pour ses propriétés thérapeutiques.
Cette plante contient des composés bioactifs comme des coumarines, des phénols, des
alcaloides, des flavones et des tanins, qui contribuent a ses propriétés médicinales (Mahdeb et
al., 2023). Certains composés pourraient avoir des propriétés anti-inflammatoires (Zeichen et
al., 2000 ; Raghav et al., 2006). De plus, la plante contient des composés anticancéreux et
antioxydants. Elle est aussi traditionnellement utilisée pour traiter différentes maladies de la
peau (Mohammedi et al., 2020). Une étude récente montre que Ruta montana procede des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antidiabétiques et insecticides (Benkhaira et al.
2022). D'autres auteurs comme El Ouady et Eddouks (2021) soulignent l'effet bénéfique de
Ruta montana dans le traitement de l'hypertension, recommandant son utilisation comme
thérapie antihypertensive. Selon Benkhaira et al. (2022), Ruta montana présente une efficacité
contre les effets des piqlires d'animaux venimeux et qu'elle exerce un effet bénéfique sur la

paralysie faciale.

Actuellement face a un manque de confirmation scientifique rigoureuse concernant son
efficacit¢ médicinale et sa capacité de détoxification ou de modération. Cette étude vise a
¢valuer le potentiel protecteur et modulateur de 1’extrait hydro-éthanolique Ruta montana
contre les effets toxiques induits par le tébuconazole chez des rats Wistar males sur la fonction
hépatorénale et reproductive et de caractériser la composition phytochimique de cette plante a
l'aide de dosages par spectrophotométrie et d'analyses LC-MS afin d’examiner si les propriétés
moléculaires de Ruta montana confeérent une action bénéfique face a cette exposition. Une
modélisation toxicocinétique et pharmacocinétique du tébuconazole et des composés de la

plante identifiés a été effectuée pour mieux appréhender les mécanismes d'action.

De plus, nous avons examiné les propriétés antimicrobiennes, anti-enzymatiques in vitro
et anti-inflammatoires in vivo de DI’extrait de Ruta montana afin d'évaluer son potentiel
thérapeutique, en analysant son efficacité contre divers agents pathogenes, son influence sur
l'inhibition d'enzymes essentielles liée a certaines pathologies, ainsi que sa capacité a moduler

la réponse inflammatoire dans un modele biologique.

Notre étude est organisée de manicre rigoureuse en trois chapitres distincts, chacun
abordant une partie spécifique du sujet étudié. Le premier chapitre constitue une synthese

bibliographique qui présente, de manicre récapitulative, les données disponibles sur le
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tébuconazole dans une premicre partie, suivies des informations relatives a la plante Ruta

montana dans une seconde partie.

Le deuxiéme chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés pour la mise en place des

expérimentations.

Le troisieme chapitre est consacré a la description des principaux résultats obtenus et a leur

discussion.

Enfin, une conclusion est donnée a la fin du présent travail en tirant les principaux résultats

obtenus et les perspectives qui pourraient initier d’autres travaux de recherche.
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Partie 1. Tébuconazole
1. Généralités sur les pesticides :

Le terme "pesticide™ est dérivé du latin "cidae", signifiant "tueur " et du mot anglais
"Pest ", qui désigne toute substance utilisée pour contrdler, prévenir, détruire, repousser ou

atténuer les nuisibles (Perry et al., 1998).

Les pesticides sont classés en fonction de leurs organismes cibles, tels que les
insecticides pour les insectes, les herbicides pour les mauvaises herbes et les fongicides pour
les champignons. Ils peuvent également étre différenciés selon leur structure chimique, leur

mode d’action et leur niveau de toxicité (Hassaan et Nemr, 2020).

Les pesticides les plus couramment utilisés en Algérie incluent les insecticides, les
fongicides et les herbicides. Les insecticides representent environ 47 % et les fongicides 41 %
des pesticides utilises dans les cultures de tomates en Algeérie occidentale (Gaouar et al., 2021).
L’utilisation massive des néonicotinoides, des triazoles et des organophosphates, combinée a
des pratiques d’application qui ne respectent pas toujours les bonnes pratiques agricoles,
engendre des conséquences néfastes pour la santé humaine et I’environnement (Oultaf et al.,
2022).

2. Triazoles :

Les triazoles sont une classe de composés hétérocycliques contenant de l'azote
caractérisés par une structure en anneau a cing membres composée de deux atomes de carbone
et de trois atomes d'azote, avec la formule moléculaire CoHsNz (Deng et al., 2023) (Figure 1).
Il existe deux principaux types de triazoles : le 1,2,3-triazole et le 1,2,4-triazole, qui se distingue

I'un de l'autre par I'agencement des atomes d'azote dans le cycle (Matin et al., 2022)

@ (®)

Figure 1 : Structure chimique du triazole : (a) 3 Dimension (3D), (b) Structure en 2 Dimension
(2D).

| 4



6%@0/5/% 1 Bwe do btterature -

Les fongicides triazoles sont efficaces contre des maladies comme la fusariose du ble,
augmentant ainsi les rendements agricoles. Cependant, ils peuvent perturber des symbioses
essentielles, comme celle entre les légumineuses et Rhizobium, nécessaire a la fixation de
I’azote qui peut réduire la formation des nodules et affecter la croissance des plantes (Gorshkov

et al., 2023).
3. Tébuconazole :

Le tébuconazole (nom ISO) appartenant a la famille des triazoles, est utilisé comme
substance active de produits phytopharmaceutiques en tant que fongicide et régulateur de
croissance de plantes. le nom commun ISO pour le (RS)-1-p-chlorophényl-4,4-diméthyl-3-(1H-
1,2 4-triazol-1-ylméthyl) pentan-3-ol (IUPAC) (EFSA, 2014).

3.1. Structure moléculaire :

Sa structure moléculaire contient un anneau aromatique, ce qui lui conféere des propriétés
spécifiques et des effets potentiellement perturbateurs sur le systéme endocrinien, c'est-a-dire
sur les hormones et les glandes endocrines du corps (Morena et al., 2025). La présence du
tébuconazole a été de plus en plus détectée dans de nombreuses régions du monde (Gomez-
Martinez et al.,2024). Le Tableau 1 présente en détail la maticre active du tébuconazole, en

mettant en avant ses propriétés.

Tableau 1 : Mati¢re active du tébuconazole (Santé Canada, 2016).

Description de la matiére active

Matiére active Tébuconazole

Fonction Fongicide

Nom chimique :

1. Union internationale de chimie pure et appliquée :
rac-(3R)-1-(4-chlorophényl)-4,4-diméthyl-3-(1H-1,2,4-triazol 1 -ylméthyl)pentan-3-ol
2. Chemical Abstracts Service :

a-[2-(4-chlorophényl) éthyl] -a-(1,1-diméthyléthyl) -1H-1,2,4- triazole-1-éthanol
Numéro du Chemical Abstracts Service :  107534-96-3

Formule moléculaire Ci6H22CIN3O
Masse moléculaire 307.,8
Pureté de la matiére active 97 %
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Structure du Tébuconazole :

(a) (b)

ZH
HyC ;
HO CH,
[
Nzr TD
A
Cl
(a) Structure en 3 Dimension (3D), (b) Structure en 2 Dimension (2D).

3.2. Résidues du Tébuconazole :

Les résidus de tébuconazole ont été fréquemment détectés a des concentrations de 143.1
ng/g dans les cheveux des travailleurs agricoles (Polledri et al., 2018), de 1,14 a 234,7 pg/kg
dans le sol (Polat and Tiryaki, 2023), pouvant atteindre 1,60 mg/kg dans les fruits et Iégumes
(Gondo et al., 2021; Wang et al., 2023), 0.012 a 0.098 mg/kg dans les céréales (Thabit et al.,
2021), entre 8,0 et 1400 ng/L dans les zones humides (Kang et al., 2020), et jusqu’a quelques
dizaines de ng/L dans I’eau (Carena et al., 2022 ;Awwad et al., 2023). En outre, le
tébuconazole présente une toxicité potentielle sur le développement, la reproduction, ainsi
qu’un risque de mutagénicité, de cancérogénicité et de neurotoxicité (Zhang et al., 2020 ; Jia

et al., 2022 ; Li et al., 2022).
3.3. Mécanisme d’action du tébuconazole et ses effets toxiques :

Sur le plan écologique, le tébuconazole s’accumule dans les organismes et compromet
la santé¢ des écosystémes ainsi que la biodiversité. Il est reconnu comme un perturbateur
endocrinien (Ying et al., 2021), il peut ainsi entrainer des modifications de la différenciation
sexuelle et de la fécondité, ainsi qu’un déséquilibre des taux d’hormones stéroidiennes (Li et
al., 2019 ; Ma et al., 2020). Les mode¢les gestationnels chez le rat montrent un transfert
placentaire du tébuconazole, conduisant & une accumulation feetale dans le foie et le cerveau,
associée a un faible poids a la naissance et une féminisation des foetus males (Ying et al., 2021).

L'accumulions du tébuconazole dans certains organes comme le foie, entrainant des dommages

6
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histopathologiques, une hypertrophie hépatique et une stéatose. Ces effets sont associés a la
dysrégulation des enzymes métabolisantes et au stress oxydatif, médi€s par les especes réactives
de l'oxygene (ERO) (Ku et al., 2021). Chez le rat Wistar, une exposition chronique (10-50
mg/kg/jour pendant 28 jours) induit une perturbation des enzymes hépatiques CYP450, un
stress oxydatif systémique et des anomalies spermatiques, avec une accumulation préférentielle
dans le foie, les reins et les tissus adipeux (Yang et al., 2018 ; Ben Othmene et al., 2020). Les
études in vitro sur cellules HepG2 révelent une génotoxicité marquée (ECso = 129 umol/L a 24
h), liée a ’activation des CYP1A1/1A2 via le récepteur AhR, générant des métabolites réactifs
localisés dans les mitochondries et le réticulum endoplasmique (Knebel et al., 2019 ; Barréon

Cuenca et al., 2022).

Le tébuconazole présente une toxicité multifactorielle chez les mammiféres et les
cellules humaines, associée a une pharmacocinétique complexe, (Annexe 1). Dans les cellules
HCT116, le tébuconazole provoque une apoptose via un stress du réticulum endoplasmique
(ECso = 15,4 umol/L), avec une perméabilité membranaire ¢levée due a sa lipophilicité et une
transformation en métabolites hydroxylés (Ben Othmene et al., 2022). Chez ’humain,
I’exposition professionnelle entraine une absorption cutanée et par inhalation, avec détection
de résidus (143.1 ng/kg) dans les cheveux et excrétion urinaire de métabolites glucuronidés
sous 48—72 heures (Mercadante et al., 2014 ; Polledri et al., 2018). Selon Dong (2024), le
fongicide tébuconazole déclenche un stress oxydatif (augmentation des ROS), entrainant
I’oxydation de I’ADN, des protéines et des lipides, tout en réduisant les défenses antioxydantes
(Figure 2). Il perturbe également le métabolisme énergétique (cycle de Krebs, transport du
glucose), les voies de signalisation (mTOR, Akt) et inhibe des enzymes essentielles (CYP19a
pour la reproduction, AChE pour la neurotoxicité), tout en affectant le calcium (cardiotoxicité)
et en causant des dommages rénaux (néphrotoxicité). Ces déséquilibres conduisent a une mort
cellulaire programmée (diminution de Bcl-2, hausse de Bax) et peuvent engendrer des
dysfonctionnements hormonaux. Enfin, les lymphocytes bovins exposés in vitro (0.33—1.67 x
NOAEC) présentent des aberrations chromosomiques et une réduction de la prolifération,

soulignant un risque génotoxique a des concentrations sublétales (Sivikova et al., 2013).
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Figure 2 : Schéma récapitulatif des principaux effets toxiques du tébuconazole et de ses voies
de dégradation, montrant I’impact sur divers organes (foie, reins, cceur, cerveau, systéme
reproducteur) et la perturbation de processus cellulaires (stress oxydatif, mort cellulaire,

dérégulation métabolique et hormonale) (Dong, 2024).
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Partie 2. Ruta montana

1. Définition et Noms communs :

Ruta montana appartenant a la famille des Rutaceae, est une plante médicinale et
aromatique typique de la région méditerranéenne. Elle est souvent confondue avec d'autres
especes du méme genre, telles que Ruta chalepensis et Ruta graveolens, en raison de leur faible
différenciation morphologique (Pollio et al., 2008; Nahar et al., 2021). Les plantes du genre
Ruta sont des arbustes vivaces, connus pour leur richesse en huiles essentielles, principalement
composées de cétones aliphatiques comme le 2-undécanone et le 2-nonanone (Nahar et al.,
2021 ; Coimbra et al., 2020). L'espéce Ruta montana (RM) comprend différents noms
communs. Elle est connue sous le nom de « Fijel » en arabe et « Awermi » en berbere. Elle est
appelée « Rue des montagnes » en frangais et « Mountain Rue » en anglais. Il a été conclu que
le nom vernaculaire de cette plante varie en fonction de chaque pays ou région. En effet, la RM
peut prendre diverses appellations vernaculaires ou bien autochtone, notamment Fidjel, Fijel,
El Fijel, Aourmi ou Awermi (Maroc, Tunisie et Algérie), Sedef (Turquie), Arruda (Portugal) et
Ruda de jardin (Espagne).

2. Description botanique :

Ruta montana est un arbuste a feuilles persistantes mesurant entre 20 et 60 cm de haut,
caractérisé par des tiges gréles et des feuilles triangulaires, maigres, de couleur vert glauque a
blanchatre, profondément découpées en segments linéaires, le segment terminal étant
légerement plus large ses fleurs petites et jaunes sont caractérisées par leur bisexualité, avec
deux verticilles d'étamines et des pétales spatulés aux bords 1égérement dentés, regroupées en

grappes serrées (Benkhaira et al., 2022) (Figure 3).

Le fruit est une capsule globuleuse portée par un pédoncule court, ne dépasse pas 4 mm
et présente quatre a cinq lobes arrondis bien visibles ; elle dégage une odeur forte et
naus€¢abonde en raison d’une huile essentielle contenue dans de grandes glandes sécrétrices
(Mohammedi et al., 2020). Les caractéristiques botaniques de la RM sont présentées dans le

Tableau 2.
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20 a 60 cm de hauteur

Feuilles triangulaires
et étroites

Fleurs sont petites et jaunes

Fruits sont des capsules
avec quatre lobes arrondis

Figure 3 : Morphologie de Ruta montana, (a) Habitat ; (b) plante enticre ; (c) fleurs ; et (d).

fruits.

Tableau 2 : Caractéristiques botaniques de Ruta montana (Benkhaira et al., 2022).

Type de plante

Hauteur Caractéristiques
générales de la

plante

Période de floraison

Arbuste vivace

Tiges gréles.
Feuilles vert clair -
Segments obovales

Les fleurs sont petites,
jaunes, portées en
cymes dichasiques.

Les fruits sont
arrondis, petits et
lobulés

20-60 cm

Mai-aoft

3. Taxonomie :

La Ruta montana 1756, est une espeéce végétale appartenant au domaine Biota

(organismes vivants), au régne Plantae (plantes) selon Haeckel (1866), et plus précisément au

sous-regne Viridaeplantae (plantes vertes) (Figure 4). Elle s’inscrit dans I’infrarégne

Streptophyta (John, Williamson et Guiry, 2011), regroupant les plantes terrestres et les algues

charophytes. Classée dans la classe Equisetopsida (C.Agardh, 1825), elle fait partie du clade

10
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Tracheophyta (Sinnott ex Cavalier-Smith, 1998), qui désigne les plantes vasculaires, et du clade
Spermatophyta (plantes a graines). Au sein de la sous-classe Magnoliidae (Novak ex Takht.,
1967), elle reléve du super-ordre Rosanae (Takht., 1967), un groupe caractérisé par des affinités
évolutives avec les Rosidées. Elle appartient a 1’ordre Sapindales (Juss. ex Bercht. et J.Presl,
1820), connu pour des familles comme les Rutacées. Au sein de cette dernicre famille
(Rutaceae, Juss., 1789), elle se rattache a la sous-famille Rutoideae (Arn., 1832) et au genre
Ruta (L., 1753), regroupant des plantes aromatiques méditerranéennes. L’espece Ruta montana,
décrite par Linné en 1756, incarne ainsi une biodiversité adaptée aux milieux montagneux ou

secs, typique des Rutacées (INPN, 2025).

[ Super-ordre Rosanae %]- p -[v@c Ordre Sapindales}

Takht, 1967 -

‘<. Juss. ex Bercht. & J.Presl, 1820

1
1
|
1

5 90 ! 3 .

[ Regne Plantae ?&g}\ ! ,{ !\E Sous-regne Viridaeplantae ]

T \| f : T

* J !

Haeckel, 1866 --' ~- -

- . Streptophyta

Ruta mentana - .

(Clade Tracheophyta @‘5‘,}"’ ) S~

Sinnott ex Cavalier-Smith, 1998 - -’

‘-~ C.Agardh, 1825

a . !
Plantes a graines -~

'~. Novék ex Takht., 1967

[@ Famille Rutaceae J

- Juss., 1789

Figure 4 : Classification taxonomique de la plante Ruta montana (Napkin.IA, 2025).

4. Distribution Géographique :

Ruta montana est un sous-arbrisseau a feuilles persistantes fortement odorant que I'on
trouve principalement dans les régions tempérées, tropicales et arides (Figure.3 a). Il s'agit
d'une plante spontanée largement répandue dans la région méditerranéenne (Drioueche et al.,
2020), ou elle est bien adaptée aux conditions climatiques locales (Pollio et al., 2008 ; Nahar
et al., 2021). Cette espece a une large répartition géographique, notamment au Portugal, en

Grece, en Turquie, en Algérie, en Tunisie et au Maroc (Mohammedi et al., 2020). En Afrique

11
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du Nord, elle est particuliérement répandue dans la région centrale du Moyen Atlas au Maroc,
ou elle est largement utilisée en médecine traditionnelle (Najem et al., 2019). Par ailleurs, Ruta
montana est cultivée dans diverses régions du monde pour ses propriétés médicinales et a été
l'une des premiéres plantes introduites sur le continent américain (Hammiche et Azzouz, 2013)

(Figure 5).

Légende

|:| Ruta montana

Figure 5 : Distribution géographique de la plante Ruta montana (GBIF, 2025).
5. Composition chimique :

Les extraits de Ruta montana (RM) contiennent divers composés bioactifs,
principalement classés en trois grandes catégories chimiques : les cétones, les coumarines et les
alcaloides (Benkhaira et al., 2022). Les tests qualitatifs ont révélé une richesse en tanins
galliques et catéchiques, tandis que les saponines, les anthraquinones libres et les hétérosides
cyanogéniques ¢étaient absents (Daoudi et al., 2016). Un extrait hydrométhanolique des parties
aériennes obtenu par Soxhlet a montré une concentration ¢élevée en polyphénols totaux (33,684

+ 1,684 mg GAE/g) et en flavonoides (0,843 = 0,042 mg QE/g) (Mohammedi et al., 2020).

Les analyses quantitatives ont mis en évidence un rendement élevé en coumarines dans
un extrait de RM turque obtenu par chromatographie sur gel de silice. Ce groupe comprenait
notamment la bergapténe, la rutamarine, la xanthotoxine, la chalépensine, et le sésamine, ainsi
que des alcaloides tels que la montanine, la 1,2-diméthyl-4-quinolinone et la dictamnine

(Ulubelen, 1990). En parall¢le, six alcaloides ont été isolés dans un extrait au chloroforme de

| 12



6%@0/3/% 1 Bwe do btterature -

RM marocaine, dont quatre nouveaux : la 2-(nonan-8-one)-(1H)-4-quinolone, la 2-(nonan-8-
one)-4-méthoxyquinoline, la 2-(nonan-8-one)-N-méthylquinolone, et la 2-(décan-9-one)-N-
méthyl-4-quinolone, ainsi que deux alcaloides connus : la 1-méthyl-4-méthoxy-2-quinolone et
I’évolitrine (Touati et al., 2000). En Algérie, les parties aériennes contiennent un éther
dicoumarinyl, la rutamontine, ainsi que deux furocoumarines : I’heraclenol et I’isopimpinelline

(Kabouche et al., 2003). Leurs structures chimiques sont présentées dans la Figure 6.

La phytochimie de Ruta montana reste encore peu explorée, en particulier son profil
phénolique, largement concentré dans les parties aériennes, avec les coumarines et les
alcaloides comme principaux constituants (Mahmud et al., 2018 ; El Hachlafi et al., 2021).
D’autres parties de la plante, comme les racines, les écorces et les fruits, nécessitent d’avantage

d’études.
6. Utilisation Traditionnelle :

Historiquement, Ruta montana a été utilisée dans la médecine hippocratique pour ses
propriétés abortives et emmeénagogues, ainsi que pour le traitement des maladies pulmonaires
(Pollio et al., 2008). De nos jours, elle est employée pour traiter une variété¢ de conditions, y
compris les maladies digestives, infectieuses, respiratoires, neurologiques et diabétiques
(Zhang et al., 2017 ; Benkhaira et al., 2022). Des études récentes comme celle de Mahdeb et
al. (2023) démontrent que l'extrait possede des propriétés antibactériennes, antifongiques,
antidiabétiques et insecticides substantiels. D'autres ¢€lucident 1'impact bénéfique de Ruta
montana dans la gestion de 1'hypertension, préconisant par conséquent son utilisation comme

thérapie antihypertensive (ElI-Ouady et Eddouks, 2021).

Bien que certains aient suggéré des applications thérapeutiques, Ruta montana a été
reconnu pour son efficacité a atténuer les effets délétéres de I'envenimation par les serpents et
les scorpions, tandis que sa forme en poudre est louée pour sa capacité a améliorer les
symptomes de la paralysie faciale (Benkhaira et al., 2022). Dans la médecine traditionnelle
Persane, la poudre de feuilles de RM est utilisée pour traiter 1'épilepsie (Abolhasanzadeh et
al., 2017). Par ailleurs, I'huile essentielle de Ruta montana (OMRM) était trés appréciée dans
l'industrie des parfums (Miara et al., 2019). La poudre est ¢galement utilisée dans la cuisine
comme ¢€pice, I'amertume des feuilles stimule 1'appétit, et leur ardme donne un gotit agréable
aux plats de poisson. En Italie également, les feuilles de RM aromatisent vinaigre et alcool

appelé « GRAPPE aromatizzate » (Hammiche et Azzouz, 2013).
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Figure 6 : Composés chimiques isolés a partir d'extraits de Ruta montana (Benkhaira et al.,

2022).
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7. Vertus thérapeutiques de Ruta montana :
Activité Antihypertensive :

L'hypertension artérielle est un facteur de risque majeur pour les maladies
cardiovasculaires, justifiant la recherche de nouvelles approches thérapeutiques naturelles. Les
extraits aqueux de Ruta montana ont démontré une activité antihypertensive significative. Dans
des études sur des rats hypertendus induits par L-NAME, l'extrait a réduit de maniére
significative la pression artérielle systolique, moyenne et diastolique, ainsi que la fréquence
cardiaque. Cette activité vasorelaxante semble étre médiée par la voie des prostaglandines, ce
qui soutient l'utilisation traditionnelle de la plante pour traiter I'hypertension (EI-Ouady et

Eddouks, 2021).
Activité antioxydante de Ruta montana :

Les extraits de Ruta montana ont démontré une capacité antioxydante significative a
travers des tests standards comme le test DPPH et le pouvoir réducteur ferrique. Les extraits
méthanoliques et ceux a l'acétate d'éthyle se sont révélés particulierement efficaces dans le
piégeage des radicaux libres (Ali et al., 2016 ; Merghem et Dahamna, 2020 ; Drioiche et al.,
2020). En paralléle, les huiles essentielles de cette plante présentent également une activité

antioxydante notoire, bien que celle-ci dépende de la concentration (Kambouche et al., 2008).

La composition chimique et I'efficacité¢ antioxydante des extraits de Ruta montana
peuvent étre influencées par plusieurs facteurs, notamment les conditions géographiques,
climatiques, ainsi que les méthodes d'extraction employées (Mohammedi et al., 2020). Il a été
observé que les extraits obtenus a l'aide de solvants polaires, comme le méthanol, contiennent
généralement des niveaux plus ¢élevés de composés phénoliques et flavonoides, augmentant

ainsi leur capacité antioxydante (Drioiche et al., 2020 ; Ali et al., 2016).
Activité antimicrobienne de Ruta montana :

Les ¢études scientifiques sur Ruta montana (RM) ont mis en évidence son potentiel
antimicrobien, notamment contre des bactéries et champignons pathogénes, validant ainsi son

utilisation traditionnelle dans le traitement des infections (Benkhaira et al., 2022).

Les infections bactériennes représentent un enjeu majeur en santé publique, nécessitant
des alternatives naturelles aux antibiotiques conventionnels en raison de I’émergence de

résistances. Dans ce contexte, Les huiles essentielles (HE) de RM montrent une efficacité
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notable contre les bactéries Gram (+) et Gram (—). Daoudi et al. (2016) rapportent une
inhibition marquée de Staphylococcus aureus par 'HE marocaine, surpassant la gentamicine.
Benali et al. (2020) confirment son action sur Bacillus subtilis. Les HE algériennes, riches en
2-undécanone inhibent Pseudomonas aeruginosa (Mohammed et al., 2020). Une synergie
avec l'amoxicilline augmente la capacité d’inhibition contre Escherichia coli (Zeraib et al.,

2021).

Les infections a champignons représentent un défi significatif en termes de santé
publique et de santé des cultures, ce qui souligne la nécessité de trouver des alternatives aux

agents antifongiques traditionnels en raison de 1'émergence de phénomenes de résistance.

Dans cette optique, l'huile essentielle de Ruta montana démontre une activité
antifongique significative. A une concentration de 1000 pug/mL, elle présente une efficacité
notable contre Botrytis cinerea sur les plants de tomate (Hammami et al., 2015) et montre une
inhibition significative de Candida albicans, dépassant méme I'amphotéricine B (Benali et al.,
2020). En outre, le principal composé, le 2-undécanone, a démontré une activité antifongique

significative contre Aspergillus niger (Gibka et al., 2009).
Activité anti-acétylcholinestérase (AchE) de Ruta montana :

L'inhibition de l'acétylcholinestérase (AchE) est une stratégie thérapeutique utilisée
dans le traitement de plusieurs troubles neurologiques, tels que la maladie d'Alzheimer, la
démence sénile, l'ataxie et la myasthénie grave (Mukherjee et al., 2007). Traditionnellement,
la plante Ruta montana (RM) a été¢ employée pour apaiser les affections neurologiques (Orhan
et al., 2006). Une étude a révélé que l'extrait éthanolique des tiges présentait la plus forte
activité inhibitrice de I’AchE, avec une concentration inhibitrice moyenne (ICso) de 52 + 0.4
pg/mL, suivi par une décoction des feuilles, avec une ICso de 57 + 1.6 pg/mL (Khadhri et al.,
2017).

Activité anti-inflammatoire :

Des études scientifiques ont démontré que ses extraits inhibent la production de
médiateurs inflammatoires clés, tels que 1’oxyde nitrique (NO) et la cyclooxygénase-2 (COX-
2), dans les cellules macrophages murines, une activité supérieure a celle de certains de ses
composants isolés comme la rutine (Raghav et al., 2006). Ces effets sont attribués a la présence
de composés bioactifs, incluant des coumarines (comme 1’isopimpinelline) et des alcaloides

(tels que I’heraclenol), identifiés pour leur role central dans la modulation des voies
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inflammatoires (Benkiki et al., 2002). Ces résultats valident son usage traditionnel et

soulignent son potentiel comme source d’agents anti-inflammatoires naturels.
Activité Inmunomodulatrice :

Bien que 1'é¢tude spécifique sur l'activité immunomodulatrice de Ruta montana ne soit
pas directement abordée dans les documents fournis, le genre Ruta est reconnu pour ses diverses
bioactivités, ce qui suggere un potentiel pour des effets immunomodulateurs similaires a ceux

observés dans d'autres plantes de la méme famille (Nahar et al., 2021).
Propriétés Antidiabétiques de Ruta montana :

Les études scientifiques ont exploré le potentiel de Ruta montana (RM) dans la gestion
du diabete, corroborant son utilisation traditionnelle. L'extrait aqueux des parties aériennes de
RM a démontré des effets hypoglycémiants et antihyperglycémiants significatifs. Farid et al.
(2017) ont évalué¢ son administration orale (5 mg/kg pendant 15 jours) sur des rats diabétiques
induits par la streptozotocine. Les résultats ont révélé une amélioration de la tolérance au
glucose, avec une prévention de I'augmentation postprandiale de la glycémie a 30 et 90 minutes
apres l'ingestion de glucose (3 g/kg). De plus, une réduction des taux de glucose sanguin a été
observée chez les rats diabétiques, suggérant un mécanisme d'action impliquant potentiellement
la stimulation de la sécrétion d'insuline ou I'amélioration de la sensibilit¢ périphérique a

l'insuline (Farid et al., 2017).
Activité anticancéreuse :

L'extrait méthanolique de Ruta montana a démontré une capacité a inverser la résistance
multi-médicamenteuse (MDR) dans la lignée cellulaire de cancer de l'ovaire humain résistant
(A2780 DX3). En présence de doxorubicine, les concentrations de 10 et 40 mg/ml de I’extrait
méthanolique de Ruta montana (EMRM) ont montré des valeurs de réversion (RF) de 2,01 et
4,56 respectivement, indiquant une amélioration significative de I'efficacité de la doxorubicine
(Ali et al, 2016). Ainsi, Ruta montana pourrait présenter d'importantes propriétés

anticancéreuses.
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Cette recherche a été effectuée au sein des locaux du laboratoire de la Faculté des
Sciences de I'Universit¢ du 20 Aott 1955 de Skikda. L'objectif consiste a établir les
caractéristiques biologiques et chimiques de I’extrait éthanolique de l'espece végétale Ruta
montana. Les travaux de recherche s'attachent a 1'évaluation de l'activité antioxydante, a
l'identification et a la quantification des composés phénoliques et moléculaires par le biais de
la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS), ainsi
qu'a l'analyse des propriétés antibactériennes, enzymatiques et des effets anti-inflammatoires in
vivo de cette substance. Par ailleurs, cette étude analyse de quelle maniére les extraits de Ruta
montana peuvent atténuer les effets toxiques induits par le fongicide tébuconazole dans le
modele animal Rattus norvegicus (Rat Wistar). L'objectif principal de cette étude est de fournir
des éclaircissements sur les mécanismes d'action de ’extrait éthanolique de cette plante ainsi
que sur son potentiel thérapeutique en matiere de prévention des effets néfastes engendrés par

l'exposition aux pesticides.

1. Etude phytochimique :
1.1. Matériel végétal :

La présente étude a été réalisée sur une plante aromatique de la famille des Rutaceae,

trés abondante dans la région méditerranéenne. Les parties aériennes de Ruta montana ont été

récoltées dans un jardin situé a Tassadane Haddada (en arabe : 33las (Jaus 5 en tifinagh : +OoAoll

ANoNo), une région située dans la province de Mila (Nord-Ouest de 1’Algérie :
longitude 5.897696° E, latitude 36.484362° N, avec une altitude de 442 (Figure 7). Aprés Une
identification taxonomique par Dr Sakhraoui Nora ; une botaniste a I’université de Skikda. Les
spécimens ont été nettoyé€s et séchés a 1’obscurité, pendant 20 jours, puis réduits en une poudre
fine homogeéne a 1’aide d’un broyeur électrique en acier inoxydable. La poudre a été
conditionnée dans des contenants opaques et hermétiques (en verre ambré), stockés a

température ambiante jusqu’a I’extraction.
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Figure 7 : Localisation du site d’échantillonnage de la plante Ruta montana a Tassadane

Haddada, Wilaya de Mila (Algérie) (QGIS 3.32.2., 2025).

1. 2. Protocole d’extraction :

L’extraction des métabolites secondaires a été réalisée par macération dynamique. Une
masse déterminée de poudre végétale a été soumise a un solvant hydroéthanolique (éthanol a
96° v/v) dans un rapport solide/liquide de 1:10 (p/v), sous agitation intermittente (3 x 20
min/jour), pendant 72 heures a température ambiante. Le mélange a été filtré a 1’aide de papier

filtre Whatman® No. 1, puis concentré par évaporation du solvant sous pression réduite a 40°C

a I’aide d’un évaporateur rotatif (Modele DLAB RE-100-Pro, Chine) (Figure 8).

Le rendement de I’extraction a été calculés selon I’équation suivante :

Rdt (%) =

>Rdt : Le rendement
>P1 : poids du ballon aprés évaporation.
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>P2 : poids du ballon vide avant évaporation.

>P3 : poids de la matic¢re végétale de départ en poudre.
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Figure 8 : Représentation graphique ¢laborant les différentes étapes de I'é¢tude Phytochimique.
1. 3. Dosages colorimétriques des composés phénoliques :
1.3.1. Dosage des polyphénols totaux :

La technique employée pour évaluer les polyphénols totaux implique l'utilisation du
réactif Folin-Ciocalteu, lequel est constitué d'acide phosphotungstique et d'acide
phosphomolybdique. Lors de 'oxydation des phénols, le réactif subit une réduction pour former
un mélange d'oxydes de tungsténe et de molybdéne de couleur bleue, ce qui entraine une
coloration avec une absorption maximale située entre 760 nm. La teinte observée est
directement liée a la concentration de polyphénols présente dans les extraits de plantes. Afin de
quantifier les polyphénols présents dans 1’extraits, on mélange 2 ml de I'extrait avec 0,2 ml du
réactif Folin-Ciocalteu et 1,4 ml de Na,COs3 a une concentration de 7,5% (m/v). Le mélange est
mis en incubation a 1'abri de la lumicre a température ambiante pendant une durée de 2 heures,

apreés quoi les absorbances sont mesurées a une longueur d'onde de 760 nm a l'aide d'un
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spectrophotometre UV-1800 (Shimadzu) (Figure 9). Les résultats sont quantifiés en
milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait sec en utilisant une courbe
d'é¢talonnage de 1'acide gallique établie a partir de six valeurs de concentrations allant de 0 a 1

mg/ml (Waterhouse, 2011).

0,2 ml de réactif
Folin-Ciocalteu

2 ml 1,4 ml de Le mélange est incubé
d'échantillon Na2C03 a7,5% a température 760 nm
(m/v) ambiante, dans
l'obscurité, pendant 2
heures

Figure 9 : Dosage des polyphénols totaux.
1.3.2. Dosage des flavonoides :

La technique employée pour la quantification des flavonoides est fondée sur le protocole
décrit par Chang et ses collaborateurs (2002), avec quelques ajustements mineurs. Cela
entraine la formation d'un complexe hautement stable entre le chlorure d'aluminium et les
atomes d'oxygene présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. Ce composé de couleur jaune
présente une absorption dans la plage visible a une longueur d'onde de 415 nm. Afin de
quantifier les flavonoides présents dans 1’extrait éthanolique de Ruta montana, on mélange 0,2
ml de I'extrait avec 1,72 ml d'éthanol a 96%, 0,4 ml de chlorure d'aluminium a 10%, et 1 ml
d'acétate de sodium 1M. Par la suite, le mélange est agité et mis en incubation a température
ambiante dans 'obscurité pendant une durée de 30 minutes, puis I'absorbance est mesurée a 415
nm a l'aide d'un spectrophotométre UV-1800 (Shimadzu) (Figure 10). Les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par gramme d'extrait sec, en utilisant une

courbe d'étalonnage spécifique pour la quercétine.
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Figure 10 : Dosage des flavonoides.

1.3.3. Dosage des tanins :

Le dosage des tanins a été réalis¢ en utilisant la technique de la réaction a la vanilline.
Le systéme expérimental de 6 mL était composé de 1 mL d'échantillon ou d'étalon, 2,5 mL de
réactif A (solution de vanilline a 1% p/v dans le méthanol) et 2,5 mL de réactif B (solution
d'HCI ou d'H2SO4 a 9N dans le méthanol), conformément a la description donnée par Price et
al. (1978). La réaction s'est déroulée a une température de 30°C pendant une durée de 15
minutes, a la suite de laquelle 1'absorbance a été évaluée a une longueur d'onde de 500 nm
(A500). Les résultats sont quantifiés en milligrammes équivalents d'acide tannique par gramme

d'extrait sec a 1'aide d'une courbe d'étalonnage spécifique a 1'acide tannique (Figure 11).

3-8-8-

1ml 2,5 mL de Réactif 2,5 mL de Réactif ~ La réaction a eu lieu &
d'échantillon A (solution de B (solution d"HC1 une otempérature de 500 nm
vanilline 2 1% p/v ou d'H2S04 a 9N 30°C pendant 15
dans le méthanol) dans le méthanol) minutes

Figure 11 : Dosage des tanins.
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1.4. Identification des composés phytochimique par LC-MS/MS :

L’analyse par LC-MS/MS est une technique essentielle pour I’identification et la
quantification précise des composés chimiques dans divers échantillons. Cette technique a été
réalisées au laboratoire du Département de Chimie de la Faculté des Sciences de I'Université

Ondokuz Mayis (Samsun, Turquie).

Cette technique a ét¢ employée pour étudier les constituants phénoliques des extraits
¢thanoliques des parties aériennes de R. montana. Cette analyse a été réalisée par LC-MS/MS
(spectrometre de masse triple quadripole Agilent Technologies 1260 Infinity II, 6460). La
méthodologie analytique a impliqué 1'utilisation d'une colonne chromatographique Poroshell
120 SB-C18 de dimensions 3,0 x 100 millimétres de diametre interne et possédant une taille de

particule de 2,7 micrométres (Erenler et al., 2023).

Un échantillon de RM (50 mg) a été pesé dans un tube Eppendorf (2,0 mL), auquel a
¢été ajouté un composant supplémentaire (1 mL d'éthanol) pour faciliter la dissolution dans la
solution. L'échantillon extrait ainsi obtenu a été soumis a une extraction a l'aide de 1 mL
d'hexane. Par la suite, I'échantillon a été centrifugé a une vitesse de 9000 tours par minute

pendant 10 minutes.

Par la suite, un volume de 100 microlitres a été prélevé de la phase éthanolique afin de
créer une dilution composée de 450 microlitres d'eau et 450 microlitres d'éthanol, pour un
volume total de 900 microlitres. Apres l'application d'un filtre de 0,25 micron pour la
purification, l'analyse LC-MS/MS a été réalisée en tant que phase finale. L'acquisition et le

traitement des données ont été effectués a l'aide du logiciel Mass Hunter (version B.07.01).
2. Evaluation des activités biologiques in vitro de Ruta montana :
2. 1. Evaluation de Pactivité antioxydante :

2.1.1. Méthode DPPH :

Le test de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un outil utile pour évaluer
l'activité antioxydante en milieu organique, selon une étude menée par Blois (1958). Ce test
consiste en la réduction d'une solution alcoolique du radical DPPH® en présence d'un
antioxydant donneur d'hydrogéne (AH), ce qui conduit a la formation d'une forme non

radicalaire, DPPH-H. La présence de radicaux DPPH® colore la solution en pourpre foncé et
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crée une forte absorption a 517 nm. Toutefois, I'ajout d'un agent antioxydant entraine une
décoloration de la solution au cours de la réaction, ce qui modifie la colorimétrie de la solution.
Pour évaluer l'activité antioxydante par DPPH, il faut d'abord préparer une solution de DPPH
en dissolvant 3.94 mg de DPPH en 100 mL d'éthanol pour obtenir une concentration de
0,01mM. Ensuite, les échantillons a tester doivent étre préparés en les dissolvant dans 1’éthanol.
Les échantillons sont ensuite ajoutés a la solution de DPPH dans une série de tubes a essai
contenant des concentrations croissantes d'échantillon a tester (0-1mg/ml), suivis d'une
incubation a I'abri de la lumiére pendant 30 minutes a température ambiante. Apres I'incubation,
l'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 517 nm a I'aide d'un spectrophotomeétre UV-
Visible (Figure 12).

le pourcentage d'inhibition de DPPH a ¢ét¢ déterminé a 1'aide de la formule suivante :

o [(absorbance du contréle — absorbance de I'échantillon)
% inhibition = — x 100
absorbance du controéle

Ensuite, la courbe dose-réponse de pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la
concentration de I'échantillon a été tracé et cela pour calculer ICso qui correspond a la
concentration d'échantillon nécessaire pour réduire de moitié la quantit¢ de DPPH initialement

présente en interpolant les données de la courbe dose-réponse.
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Figure 12 : Méthode DPPH.
2.1.2. Méthode ABTS :

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a piéger le radical-cation ABTS®",

(sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline) -6-sulfonique) de coloration
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bleu verdatre. Ce radical cationique est formé suite a 1’oxydation de I’ABTS initialement
incolore. la réaction se déroule en deux étapes : au cours de la premiére étape le radical ABTS®"
est formé par arrachement d’un électron a un atome d’azote de I’ABTS en présence du
persulfate de potassium K2S>Og dans le milieu réactionnel. La deuxi¢me se déroule en présence
d’un antioxydant donneur de H', le radical d’azote concerné piége un H', conduisant a

I’ABTSH+, ce qui entraine la décoloration de la solution (Re et al., 1999) (Figure 13).

Une solution mere d'ABTS est préparée en mélangeant 5 ml d’eau et 19,2mg ABTS et 3,3 mg
de K»S,0s. Le mélange réactionnel est mis en incubation, a 1’obscurité, pendant 16 h a
température ambiante. La solution fille de travail dABTS" est obtenue en diluant la solution
mere d'ABTS avec de 1’eau jusqu’a obtention d’une absorbance d’environ (0,74 1) a 734 nm
(Re et al.,1999). Dans chaque tube des prises de 1ml des différentes concentrations (0-1mg/ml)
des extraits de la plante digérée et non digérée et 160 pl de la solution d’ABTS. Ils ont été
incubés a I’obscurité pendant 30 minutes. La lecture des absorbances est effectuée a 734nm.

L’activité antioxydante a été calculée en utilisant la formule suivante :

Lo [(absorbance du contréle — absorbance de I'échantillon)
% inhibition = — x 100
absorbance du controéle

Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS ont été tracés en fonction des concentrations
d’extrait pour déterminer 1'index ICso.

ABTS
19,2 mg
d’ABTS

3,3 mgde
KzSzOg

’ Préparation de la solution mére ‘ ’ Préparation de la solution fille de travail (ABTSe+) : ‘

Dilution de la solution mére jusqu’a
une absorbance de0,7313734 nm

Incubation a température

ambiante, dans 4
Fobscurité, pendant 16 h Ajoute del mI des extraits [

\ de plante + 160 pl de |a
Extralt solution d’ABTS Solution

d’ABTS

Mélange de la
solution mére

Lecture 2 734 nm Incubation des tubes a l'obscurité
pendant 30 minutes. 02 04 06 mg -ml

Figure 13 : Méthode ABTS.

25



| 5@/% 11 Matericl et nethodes
2.1.3. Test d’activité antioxydante totale (TAC) :

La capacité antioxydante totale de I’extrait a été évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Ramalakshmi et al. (2008). 11 consiste a ajouter 1 mL du réactif de
phosphomolybdéne (0,6 M d’Acide Sulfurique, 28 mM de Phosphate de Sodium et 4 mM de
Molybdate d’Ammonium) a 100 pL de chaque extrait. Aprés 90 minutes d’incubation dans le
bain-marie a 95 °C, 1’absorbance est mesurée a 695 nm. La capacité antioxydante totale est
exprimée en mg équivalent d’acide ascorbique / g de maticre s€che (mg EAA/g MS) (La courbe
d’étalonnage de 1’acide gallique) (Figure 14).

Test d’activité antioxydante totale TAC

Acide Incubation
Molybdate sulfurique \ Bain-marie a 95 °C
d’ajnn(;l/lluun (0,6 M) = / pendant 90 min
(1rv) / Ajout de 1 mL du \ Prélévement de 100

N réactif de j pL d’extrait (o)
phosphomolybdéne hid [

_J

et
]
de sodium ’
(28 mM) ‘
Préparation du réactif de phosphomolybdéne Préparation des échantillons Incubation

Absorbance [ ] “
mesurée a 695 ( ——

nm

Analyse spectrophotométrique

Figure 14 : Test d’activité antioxydante totale.

2.1.4. Test de 1a capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) :

Le test basé sur la réduction du complexe néocuproine-cuivre (Nc2-Cu?") permet
d’évaluer I’activité antioxydante d’un extrait en mesurant la diminution de 1’absorbance a 450
nm, comme décrit par Bensouici (2015) et Apak et al. (2004). Lorsqu’un antioxydant est
présent, il réduit le complexe Cu?**-Nc, conduisant a la formation d’un complexe chromogene

dont I’absorbance est mesurée par spectrophotométrie.

Pour réaliser cette analyse, on mélange 50 pL de chlorure de cuivre (II) a 0,01 M, 60 mL
d’acétate d’ammonium a 1 M et 50 mL de néocuproine a 0,0075 M avec 40 mL d’extrait
hydroalcoolique a différentes concentrations (50 a 1600 mg/mL). Apres une incubation d’une

heure a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 450 nm a 1’aide d’un
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spectrophotométre UV-1800 (Shimadzu). Les résultats sont exprimés en A(absorbance) 0.5
(mg/mL), ce qui refléte la concentration associée a une absorbance de 0.50 (Figure 15).

Schéma du Test CUPRAC (Réduction du Cuivre)

Solution de 40 pL d’extrait ’ A )
Solution de chlorure néocuproine a concentrations A température ambiante
de cuivre (II) a 0,01 0,0075 M (50 pL) variables (50-1600 pendant 1 heure

M (50 pL)N \/ pg/mL)

Solution d’acétate
d’ammonium a 1
M (60 pL)

Préparation du mélange réactionnel Ajout de I’échantillon Incubatio

n
Absorbance [ ] ‘ g

mesurée a 450 ( 7]
nm

Analyse spectrophotométrique

Figure 15 : Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre.

2.2. Evaluation de ’activité enzymatique du Ruta montana :
2.2.1. Evaluation de Dactivité anti-uréase :

L'évaluation de l'activité anti-uréase s'est avérée possible en mesurant 1'ammoniac
généré lors de la réaction réalisée par Taha et al. (2018). En résumé, une microplaque a 96
puits a été remplie de 10 pL d'extrait a différentes concentrations, 20 pL de solution d'uréase (5
U/millilitre d'uréase de haricot gris Canavalia ensiformis, type 1X), 20 uL de substrat d'urée,
45 pL de réactif phénolique et 70 pL de réactif alcalin. Apres deux heures d'incubation a 30°C,

l'absorbance du mélange a 630 nm a été déterminée (Figure 16).
2.2.2. Evaluation de P’activité anticholinestérase :

Cette activité est déterminée d’une combinaison de 150 pL de tampon phosphate de
sodium 100 mM (pH 8.0), 10 pL d'extraits a différentes concentrations, et 20 pL de solution de
Butyryl choline esterase (6.85 x10 U) ont été incubés a 25°C pendant 15 minutes. Une addition
de 10 puL de DTNB (0.5 mM), 10 uL de chlorure d'acétylthiocholine (0.2 mM) a été suivie.
Enfin, une lecture a 412 nm, pendant 0 mn et 15 min a été évaluée pour obtenir les résultats
(Ellman et al., 1961) (Figure 17).
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Figure 16 : Evaluation de I’activité anti-uréase.
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Figure 17 : Evaluation de I’activité anticholinestérase.

2.2.3. Evaluation de Dactivité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique de Ruta montana est évaluée par la
méthode des disques, en mesurant la zone d’inhibition de croissance autour des disques. La

méthode de l’aromatogramme, c’est une technique de laboratoire identique a celle de
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I’antibiogramme qui sert a tester la sensibilité d’une souche bactérienne et fongique vis-a-vis

d’un ou de plusieurs antibiotiques ou les antibiotiques sont remplacés par I’extrait de la plante.

Principe de l’antibiogramme

C’est une méthode de mesure in vitro de I’effet antimicrobien de ou des substances actives
extraites (principes actifs) qui consiste a déterminer le spectre d’activité de ces composés sur
des espéces bactériennes pour essayer de vérifier la sensibilité ou la résistance des germe

pathogenes vis-a-vis de ces principes naturels.

Préparation des disques :

Les disques, découpés dans du papier Wattman avec un diametre de 6 mm a l'aide d'un
perforateur, sont ensuite placés dans un tube a essai. IIs sont stérilisés dans un autoclave durant
20 minutes a une température de 120° C. Apres stérilisation, ces disques sont conservés a

température ambiante dans un tube a essai hermétiquement fermé.
Préparation d’inoculum :

Les souches ont été ensemencées par stries sur milieu gélos¢ Mueller Hinton ; apres
incubation 37°C, 5 colonies bien isolées furent prélevées et émulsionnées dans 10 ml d’eau
physiologique stérile a 0,9%. Ensuite des dilutions ont été faites afin de standardiser la

suspension microbienne.
Préparation des boites de Pétri :

La gélose de Muller-Hinton stérile préte a 1’usage a été coulée dans des boites de pétri
stériles. L’épaisseur de la gélose est de 4-5 mm répartie uniformément dans les boites et placées

a coté du bec bunsen jusqu’a la solidification de la gélose.
Souches microbiennes testées :

L'étude s'est concentrée sur cing espéces bactériennes : Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923). De plus, l'efficacité
antifongique contre Candida albicans (ATCC 21300) a ¢été évaluée. Dans cette optique, des
disques de papier Whatman stériles, de 6 mm de diametre chacun, ont ét¢ imprégnés avec une
concentration de 20 mg/ml des extraits respectifs. Ensuite, ces disques préparés ont été placés

sur des plaques d'agar Mueller-Hinton, qui avaient été¢ préalablement inoculées avec des
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suspensions bactériennes. Chaque suspension a maintenu une concentration d'environ 10°
UFC/ml, correspondant a la norme 0,5 de McFarland (CLSI, 2022). Suite a cette configuration,

les boites de Petri ont été incubées a une température de 37°C pendant 24 heures.

Ensemencement :

Les boites de Pétri ont été ensemencées par étalement sur ’ensemble de la surface
gélosée a 1’aide d’un écouvillon stérile, apres préparation des boites témoins. Par la suite, six
disques imprégnés de différentes concentrations de la solution testée ont été¢ disposés dans
chaque boite ensemencée. Un disque a été¢ imprégné de la solution mére, tandis que les cinq
autres ont été imprégnés de dilutions décroissantes, a savoir: 1071, 1072, 10, 107*, 10> Apres
incubation des boites de Pétri a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et 30°C pendant 72h

pour les champignons.

3. Evaluation des activités biologiques in vivo de Ruta montana :
3.1. Evaluation du pouvoir détoxifiant :
3.1.1. Animaux et conditions d’élevage :

Quarante-deux rats males albinos de souche Wistar (Rattus norvegicus), d’un poids
moyen de 178 + 67,2 g, ont été obtenus aupres de 1’Institut Pasteur d’ Alger. Les animaux ont
été hébergés dans 1’animalerie du Département des Sciences Naturelles et de la Vie de
I’Université du 20 Aolt 1955 de Skikda. Une période d’acclimatation de 20 jours a été
respectée, durant laquelle les rongeurs ont ét¢ maintenus dans des conditions contrdlées
(température: 22 + 2°C) sous une photopériode naturelle. L’acces a 1’eau distillée et a la
nourriture standardisée (granulés pour rongeurs) ont été assurés ad libitum. Les rats ont été
répartis dans des cages en polypropyléne aux dimensions standardisées (90 cm % 90 cm % 90
cm), conformément aux directives éthiques internationales sur 1’hébergement des modeles

animaux.

3.1.2. Traitement des rats :

Cette ¢tude repose sur I’administration aux rats un produit toxique le tébuconazole
(TBC) ; un fongicide systémique de la classe des triazolés, a été employ¢ sous sa forme
commerciale Medalion® (Rotam Agrochemical (HK) Co., Ltd.), contenant 430 g/L de principe
actif. Une dose de 100 mg/kg a été choisi selon la littérature (Berrouague et al. 2019). Et
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I’administration de 1’extrait hydroethanolique de la plante a raison de deux doses (50 et 100

mg/kg), sélectionnées sur la base de la DLs déterminée par Ghedjati e al. (2022).

Les rats ont été répartis en six cohortes, chacune composée de sept individus, comme
suit : le groupe témoin (T), un groupe témoin négatif (TBC) recevant 100 mg/kg/jour du
fongicide. Les troisiéme et quatriéme groupe ont recu des doses de 50 mg/kg de poids corporel
(RM1) et 100 mg/kg de poids corporel (RM2) d'extrait éthanolique de Ruta montana,
respectivement. Ensuite, le cinquieéme et le sixiéme groupe ont regu une combinaison de
TBC+RMI1 et TBC+RM2, respectivement. Le gavage a été réalisée par voie orale a I'aide d'une

sonde en acier inoxydable, pendant une période de 50 jours (Figure 18).

3.1.3. Sacrifice des rats et prélévement des échantillons :

A la fin de l'expérience (50 jours), aprés 12h de jeline les rats ont été sacrifiés par
décapitation. Des échantillons de sang ont été prélevés, fractionnés sur trois types de tubes. Des
tubes contenant de ’EDTA pour le dosage des parametres hématologiques, tubes héparinés pour

des analyses biochimiques et des tubes secs pour I’estimation des hormones.

Les organes (foie, testicules, reins) ont été soigneusement prélevés, nettoyés
minutieusement avec une solution de NaCl a 0,9 %, pesé, puis conservé dans une solution de

formol a 10 % pour des analyses ultérieures (Figure 18).
Le poids relatif des différents organes a été mesuré selon la formule suivante :

Poids relatif de I _ Poids absolu de I'organe (g) 100
ordsrelatit ce forgane = Poids corporel du rat le jour du sacrifice (g) x

3.1.4. Dosage :

Les parameétres hématologiques, biochimiques et hormonaux ont été analysés dans le

cadre de cette é¢tude au laboratoire d'analyses médicales de SONATRACH a Skikda.
Dosage des paramétres hématologiques :

Les analyses hématologiques effectuées dans notre étude comprenaient la numération
des globules blancs (WBC), la quantification de I'hémoglobine (Hb), la mesure de I'hématocrite
(HT), le dénombrement des plaquettes (PLT) et le comptage des globules rouges (RBC). Pour
réaliser ces mesures de maniére précise et fiable, nous avons utilisé un compteur €lectronique

avancé, le MINDRAY® modele BC 5380.
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Figure 18 : Résumé du protocole expérimental de 1'étude biologique in vivo.

Dosage des paramétres biochimiques :

L'évaluation des parametres biochimiques des échantillons a été réalisée en utilisant des
méthodes enzymatiques et colorimétriques. Les analyses ont été effectuées en utilisant
l'analyseur automatis¢ Beckman-Coulter Synchron LX20 PRO, un équipement doté d'un
microprocesseur avancé qui permet le traitement simultané d'une variété étendue de composés
chimiques. Les mesures quantitatives de haute précision ont été garanties par le systeme optique
novateur, en accord avec les constatations faites par Mikolaenko et al. (2000).

Les parameétres dosés sans les suivants :

la créatinine (Cr) mesurée en mg/l, I'urée (U) en g/l, I'acide urique (UA) en g/l, le fer sérique
(Fe) en mg/l, le calcium (Ca™) en mg/l, le phosphore (Phos) en mg/l, ainsi que le magnésium
(Mg) en mg/l. Les enzymes hépatiques évaluées incluent I’AST (aspartate aminotransférase),

I’ALT (alanine aminotransférase), 1’ALP (phosphatase alcaline) et la LDH (lactate
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déshydrogénase), toutes exprimées en unités par litre (u/l). D'autres indicateurs biologiques tels
que les protéines totales (TP) et I’albumine (ALB) en g/, la bilirubine totale (TB) en mg/I, le
Glycémie (GLI) en g/l, ainsi que les lipides sanguins — cholestérol total (TC), lipoprotéines de
haute densité (HDL), et triglycérides (TG), tous en g/l .

Dosage des paramétres hormonaux :

Les niveaux de FSH, LH et testostérone ont été mesurés en utilisant la méthode ELFA
sur un automate VIDAS-BIOMERIEUX. Les résultats ont été exprimés en nanomoles par litre
(nmol/L) avec une fourchette allant de 6 a 320 nmol/L. Avant chaque analyse, les échantillons
ont été laissés a température ambiante et équilibrés avec 200 pL., comme décrit par Anderson

et al. (2017).
3.1.5. Analyse des caractéristiques des spermatozoides :

L'épididyme de chaque rat a été placé dans 1 ml de tampon de Ringer. Les
spermatozoides ont été obtenus en faisant de petites coupes dans 1'épididyme caudal et dilués
en ajoutant 9 ml de tampon de Ringer (1/10), puis incubés a 37°C pendant 10 minutes
(Merghem et al., 2017). Le nombre des spermatozoides a ét¢ déterminé a 1’aide d’une lame

malassez.

La vitalité des spermatozoides a ¢€té réalisée a l'aide d'une coloration a 1'€osine/nigrosine. La
coloration a été évaluée sur une lame de microscope, avec une goutte de sperme frais pour deux
gouttes de solution de coloration. Un frottis a été réalisé et laissé sécher sur une autre lame. Les
spermatozoides non colorés et les spermatozoides dont la membrane est endommagée ont été
comptés au microscope, le pourcentage de cellules intactes correspondant a la viabilité des

spermatozoides (Eliasson, 1977).
3.1.6. Examen histopathologique :

L’¢étude anatomopathologique des organes a été réalisée aupres du service de 1’anapath

au niveau 1'hdpital de saad guermach Skikda selon les indications de Hould (1984).

I1 s'agit du protocole le plus largement utilisé en histopathologie, qui consiste a fixer les
tissus avec du formol, puis a les inclure dans de la paraffine. Cette méthode a été affinée au fil
du temps pour améliorer la précision et faciliter I'examen microscopique (Al-Sabaawy et al.,
2021). Une fixation, une déshydratation, un enrobage et une coloration appropriés sont
essentiels pour minimiser la distorsion des tissus et améliorer la précision du diagnostic

(Henriques, 1981) comme suivant :
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Fixation :

Les échantillons destinés a 1'analyse histologique ont été préservés initialement dans du
formol. Par la suite, les tissus prélevés de chaque Rat ont été extrait du formol et
minutieusement découpés avec un scalpel pour obtenir des prélévements d'une superficie
approximative de 1 a 2 cm? et d'une épaisseur avoisinant 1,5 mm. Ces fragments ont été ensuite
placés dans des cassettes spécialisées, congues avec des parois ajourées formant des canaux,

facilitant ainsi la circulation des liquides.
Déshydratation :

L'étape de déshydratation a impliqué le traitement des échantillons par immersion
séquentielle dans des solutions d'éthanol de concentrations graduelles (70, 80, 90 et 100 %),
adaptées a l'épaisseur des tissus, suivie d'une immersion dans des bains de xyléne. Un ringage

intermédiaire avec de 1'eau distillée a été réalisé entre le troisieme et le quatrieme bain d'éthanol.
Inclusion et réalisation des blocs :

Suite a la déshydratation, les sections anatomiques subissent une série d'immersions
dans différents bains de paraffine liquide, assurant leur imprégnation compléte. Chaque
échantillon est récupéré a la fin du processus d'imprégnation et placé immédiatement entre des
barres de Leuckart dans un fond de paraffine, une étape connue sous le nom d'enrobage. Les
¢tapes suivantes de refroidissement et de solidification conduisent a la formation d'un bloc de
paraffine dur, au sein duquel le tissu est correctement positionné.

Confection des coupes :

La préparation des coupes histologiques s'effectue grace a un microtome (Leica®
Manual RM2125 RTS, Leica Biosystems, Nussloch, Allemagne), un outil spécialisé permettant
de réaliser des sections fines de 2 a 5 um, assemblées en rubans. Ces rubans sont déployés,

¢talés et fixés sur des lames a 1'aide d'eau gélatineuse chauffée.
Déparaffinage et Réhydratation :

Pour extraire les échantillons des lames enrobées, une procédure inversée est mise en
ceuvre. Les lames sont d'abord chauffées a 100°C durant 20 minutes dans une étuve, puis
immergées dans deux bains de xyléne, un solvant pour la paraffine. Les tissus sont ensuite
réhydratés par des immersions successives dans des bains d'éthanol a des concentrations

décroissantes (100, 90, 80 et 70 %), puis dans de l'eau distillée.
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Coloration et montage :

La coloration est réalisée selon la méthode Hématoxyline-Eosine, qui implique
'utilisation d'alcool acide, d'eau ammoniacale et d'une solution d'Eosine. Puis une
déshydratation des échantillons, clarification, et un montage entre lame et lamelle pour

observation au microscope photonique, équipé d'une caméra pour la prise d'images.

En fin ces lames ont été examinées pour détecter des altérations histologiques et observées au

microscope (Euromex® Iscope IS.1152-EPL, bio).

3.2. Evaluation de I’effet anti-inflammatoire de I’extrait de Ruta montana :

Cette étude est menée sur 42 rats Albinos Wistar males, pesant entre 200 et 250g. Avant
I’expérimentation, les animaux subissent une période d'adaptation de 2 semaines. L’étude de
I’activité anti-inflammatoire de Ruta montana a été réalisée en utilisant ’cedéme de 1'oreille
induit par le xyléne. L effet anti-inflammatoire de Ruta montana a été évalué a ’aide du test de
I’cedéme de 1'oreille induit par le xyléne (Atta, 1998 ; Bousselsela et al., 2022).

3.2.1. (Edéme de l'oreille induit par le xyléne :

I’extrait éthanolique de Ruta montana a ét¢ administré aux rats par voie orale a la dose de
100 mg/kg, une heure avant l'induction de l'inflammation. Cette dernieére est provoquée par
l'application de 60 pL de xyléne pur sur la face interne et externe de 1’oreille gauche de chaque
rat, ’oreille droite servant de controle pour cela trois groupes de 7 rats ont été formés

e Groupe controle (n=7) : Les rats ont regu 60 pL de xylene sur 1’oreille gauche sans

aucun traitement.

e Groupe test (n=7) : Les rats ont regu 60 pL de I’extrait éthanolique (100 mg/kg) de

Ruta montana par voie orale, une heure avant I’application du xyléne.

e Groupe référence : Rats ont regu de 100 mg/kg d’aspirine (anti-inflammatoire de

référence) par voie orale, une heure avant I’application du xylene.

L’¢épaisseur des oreilles (droite et gauche) est mesurée a 1'aide d'un pied a coulisse digital
avant 1’application du xylene (t0) puis toutes les 60 minutes pendant 3 heures (t1, t2 et t3).
L'augmentation de I'épaisseur est considérée comme un indicateur de I’inflammation de

Poreille.
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3.2.2 Evaluation de I’activité analgésique :

L’effet analgésique de Ruta montana a également été étudi¢ a I’aide du test d'immersion
de la queue, selon le protocole d’Koua et al. (2024). Ce test consiste a immerger I’extrémité
de la queue des rats (environ 2 cm) dans de 1’eau chaude maintenue a 55 °C, puis a mesurer le
temps de latence (temps nécessaire pour que le rat retire sa queue de I’eau)
trois groupes de 7 rats ont été formés :

e Groupe témoin : Les rats ne regoivent aucun traitement avant I’immersion.

e Groupe test : Administration orale de 100 mg/kg d’extrait méthanolique de Ruta
montana, une heure avant la premiere immersion.

e Groupe référence (n=7) : Administration orale de 1’aspirine 60 pL (100mg/kg) une

heure avant I’immersion.

4. Modélisation des Propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques :

La modélisation des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques est une
approche qui utilise des méthodes mathématiques et informatiques pour prédire les
caractéristiques d'une molécule, notamment en lien avec son comportement dans un organisme.
Elle est essentielle dans la découverte de la dangerosité des molécules ainsi qu’au

développement de nouveaux médicaments a base de plante.
4.1. SwissADME :

La base de données SwissADME (Figure 19) (http://www.swissadme.ch/index.php) est
une ressource web de pointe qui offre un acces gratuit a 1'évaluation et a la prévision des
propriétés moléculaires essentielles, y compris les attributs physicochimiques (par exemple,
taille  moléculaire/SIZE, lipophilie/LIPO,  polarit¢/POLA, insolubilit¢/INSO), Ia
pharmacocinétique, la similarit¢ avec les médicaments et la compatibilit¢ avec la chimie
médicinale pour les petites molécules. En outre, il intégre des instruments sophistiqués tels que
le modele BOILED-Egg (prévision de l'absorption gastro-intestinale et de la perméabilité de la
barriére hémato-encéphalique) et le Bioavailability Radar, que les utilisateurs peuvent utiliser

pour améliorer les stratégies d'optimisation des composés (Daina et al.,2017).
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Figure 19 : Site web de base de données SwissADME.
4.2. L’analyse toxicologique prédictive :

Predicting Small-Molecule Pharmacokinetic (PKCSM), disponible a l'adresse
http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkesm (Figure 20) est un outil de calcul crucial pour la
recherche pharmacologique. Il intégre les propriétés moléculaires - telles que les
caractéristiques physicochimiques, les pharmacophores et les toxicophores - avec des
signatures graphiques basées sur la distance. Cette approche permet aux chimistes médicinaux
d'évaluer systématiquement les relations entre la pharmacocinétique, l'efficacité thérapeutique
et la toxicité, contribuant ainsi a la conception de médicaments candidats plus siirs et plus

efficaces (Pires et al., 2015).

__ M_j&”

pkCSM: predicting small-molecule
pharmacokinetic properties using graph-based
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@
Modemn high throughput drug discovery approaches have increased the numbers of lead ~a Calculate Propertias
compounds being identified, and in shorter time frames than traditional medicinal chemistry, T
however many of these promising compounds often fail because of unsatisfactory ADMET = ":" ’-" "‘; Tl u
properties. In silico screening approaches help to reduce these risks. Here we propose a - ‘' ,—'
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novel approach to the prediction of pharmacokinetic properties, called pkCSM, which relies
on graph-based signatures. These encode distance patterns between atoms and are used

Figure 20 : Site web de base de données PKCSM.

L’analyse toxicologique prédictive repose sur une évaluation catégorielle (AMES
toxicity / Test d’Ames ; hERG I/II inhibitor / Inhibiteur hERG I/II) et quantitative (Max.
Tolerated Dose (human)/Dose maximale tolérée (humain); Oral Rat Acute Toxicity
(LDso) / Toxicité orale aigué chez le rat (LDso)) des risques associés a une molécule. Les

réponses binaires (Yes/No) reflétent la présence ou I’absence d’un effet toxique spécifique
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(mutagénese (AMES toxicity), inhibition de canaux ioniques (hERG
inhibition), hépatotoxicité (Hepatotoxicity), sensibilisation cutanée (Skin Sensitisation), etc.),
ou un résultat Yes indique un risque potentiel nécessitant une investigation approfondie, tandis
qu’un No suggere une absence de dangerosité détectée par les modeles prédictifs. Pour les
parametres numériques (ex :dose maximale tolérée (Max. Tolerated Dose), toxicité
aigué (Acute Toxicity), toxicité chronique (Chronic Toxicity (LOAEL)), toxicité
environnementale (T.Pyriformis toxicity / Toxicité pour Tetrahymena pyriformis ; Minnow
toxicity /| Toxicité pour Pimephales promelas)), les valeurs sont interprétées en référence a des
seuils toxicologiques établis : une valeur conforme aux normes réglementaires (ex : log
mg/kg/day ou mol/kg) implique un profil de sécurité acceptable, tandis qu’un dépassement
signale un risque toxique ou une marge thérapeutique réduite, exigeant une réévaluation de la
structure chimique ou du dosage. Cette approche permet une identification précoce des aléas
biologiques et environnementaux, alignée sur les exigences des bonnes pratiques de découverte

pharmaceutique (Good Drug Discovery Practices).

5. Traitement statistique des résultats :

Pour I'analyse statistique des résultats, on a utilisé la version 9.2.0 de GraphPad Prism
(GraphPad Software, LLC, CA, USA). Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne =+
SEM. Les données des différents groupes ont été comparées a l'aide d'une analyse
unidirectionnelle de la variance (one-way ANOVA), suivie d'un test post-hoc de Tukey ainsi
qu’un test de student (pour 1’étude biologique in vivo). Tous les résultats ont été considérés

comme significatifs si la valeur de P<0.05.
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1. Etude phytochimique :
1.1. Rendement :

Dans le cadre de notre étude sur Ruta montana, nous avons méthodiquement appliqué
la macération éthanolique a sa poudre séche, aboutissant a une gélose visqueuse de couleur

verte avec un rendement notable de 11,994 %.

Ce résultat est similaire aux résultats obtenus par Ghedjati et al. (2022), qui ont atteint
un rendement de 12,42% en surpassant ainsi le rendement rapporté par Mahdeb et al. (2023)
de I’ordre de 8,43%. Divers éléments exercent une influence sur cette variation, tels que la
période de macération, la composition chimique de la plante, sujette a des variations selon le
lieu géographique et la période de récolte, le stade de croissance des parties récoltées, les
propriétés du sol, les conditions météorologiques (Brown et al., 2012), ainsi que le type de

solvant utilisé pour I'extraction (Kalt et al., 2001).
1. 2. Résultats des composé polyphénoliques de la Plante Ruta montana :

Les concentrations de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins ont été mesurées
en se basant sur des courbes d'é¢talonnage de l'acide gallique, de la quercétine et de l'acide
tannique, respectivement. Les résultats sont rapportés en milligrammes d'acide gallique
équivalents par gramme d'extrait sec (mg EAG/g ES) pour les polyphénols totaux, en
milligrammes de quercétine équivalents par gramme d'extrait sec (mg EQ/g ES) pour les
flavonoides, et en milligrammes d'acide tannique équivalents par gramme d'extrait sec (mg

EAT/g ES) pour les tanins.

1.2.1. Teneurs en polyphénols totaux :

Nous avons pu évaluer avec précision les quantités de polyphénols présentes dans
chaque échantillon en utilisant la courbe d'étalonnage comme référence. Cette courbe,
représentée dans 1’Annexe 3, a permis d'établir une relation mathématique entre les valeurs
mesurées (Y) et les concentrations de polyphénols réelles (X), grace a I'équation Y=0,6297X

+0,0311.

1.2.2. Teneur en flavonoides :

Les quantités de flavonoides présentes dans chaque échantillon ont été calculées en utilisant la

courbe d'étalonnage. Cette courbe, représentée dans 1’Annexe 4, a été établic a l'aide de
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I'équation Y= 0,5901x+ 0,0704, ou Y représente la quantité de flavonoides et x correspond a

une certaine valeur mesurée.

1.2.3. Teneur en tanins :

La courbe d'é¢talonnage des tanins, qui a été établie en mesurant les variations
d'absorbance de I'acide tannique a différentes concentrations, occupe une place cruciale dans
cette étude. Cette courbe permet de relier de maniére précise la concentration en tanins aux
valeurs d'absorbance obtenues, offrant ainsi une base solide pour l'analyse des échantillons

étudiés. L'équation obtenue est de la forme Y = 0,7049x + 0,1169 (Annexe 5).

Les résultats de 1’analyse démontrent clairement que 1’échantillon de R. montana (RM)
renferme des teneurs notables en phytochimiques, suggérant une richesse potentielle en
composés bioactifs. Plus précisément, 1’échantillon présente un taux total de 3,31 + 0,04 mg en
polyphénols, une teneur en flavonoides de 3,35 + 0,10 mg et une concentration en tanins

condensés de 1,61 = 0,004 mg (Tableau 3).

Tableau 3 : Teneur en polyphénols, flavonoides et tanins dans 1'extrait éthanolique de Ruta

montana (mg EAG, EQ, et EAT/g ES).

Composés phénoliques Extrait de R. montana
Teneur en polyphénols (mg EAG/g ES) 3,31+0,04

Teneur en flavonoides (mg EAQ /g ES) 3,35+0,10
Teneurs en tanins (mg EAT/g ES) 1,61+0,004

EAG signifie "Equivalent en Acide Gallique" et est couramment employé pour mesurer le contenu phénolique total. EAQ, ou
"Equivalent en Acide Quercétine", est utilisé pour quantifier les flavonoides totaux, tandis que EAT, qui signifie "Equivalent

en Acide tanique", est utilisé pour évaluer le niveau de tanins condensés.

L'analyse quantitative menée dans notre étude démontre que l'extrait brut de R.
montana, présentant une concentration de 3,31+0,04 mg EAG/g ES, posséde un niveau
remarquablement comparable de contenu phénolique total a celui rapporté¢ par Khadri et al.
(2017), qui ont également identifi¢ une concentration élevée de composés phénoliques dans
l'extrait d'éthanol dérivé des feuilles de montana. De plus, notre recherche corrobore les
résultats de Khadri et al. (2014), indiquant que les feuilles et les tiges de Ruta montana sont
notablement plus riches en composés polyphénoliques par rapport a diverses autres flores

médicinales. Néanmoins, malgré les nombreux avantages associés aux polyphénols, leur
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utilisation pratique peut étre considérablement limitée par leur instabilité intrinseque et leur

biodisponibilité restreinte (Laib et al., 2023).

L'examen de la teneur en flavonoides des extraits éthanoliques de Ruta montana a révélé
une concentration nettement élevée, mesurée a 3,35+0,10 mg d'équivalents de quercétine par
gramme d'extrait (mg EAQ /g ES). Ce résultat dépasse nettement les niveaux de flavonoides
trouvés dans les extraits méthanoliques a 70 % de la méme espece, traités par extraction Soxhlet
(0,843+0,042 mg EAQ /g) et (0,545+0,027 mg EAQ /g de plante séche) pour les techniques de
macération, comme indiqué dans la recherche de Drioiche et al. (2020), les disparités observées
dans les concentrations de flavonoides dans les extraits examinés sont probablement
attribuables aux variations de la solubilité des composés phénoliques, qui est influencée par la
température d'extraction, ainsi qu'aux caractéristiques chimiques inhérentes de ces composés
phénoliques. Le choix de la technique d'extraction est crucial, car il influence considérablement
l'efficacité de l'extraction et la quantification ultérieure des flavonoides (Do Quy Diem et al.,
2019). Les rendements de la teneur en flavonoides obtenus dans notre étude montrent des
différences significatives par rapport aux résultats de Djeridane et al. (2006) et Khadhri et al.
(2017), indiquant une concentration totale notable de polyphénols et de flavonoides démontrant

une divergence significative attribuable au cultivar particulier et aux techniques d'extraction.

Dans une analyse comparative des concentrations de tanins entre les différents extraits
de solvants, nos résultats indiquent que I'extrait éthanolique, lorsqu'il est ajusté a des unités de
mesure uniformes, démontre une teneur en tanins significativement plus élevée, avec une
concentration de 1,61 mg d'équivalents d'acide tannique (EAT) par milligramme d'extrait. Cela
contraste fortement avec les concentrations observées dans d'autres extraits tels que 1'extrait
d'acétate d'éthyle (251 £+ 1,41 ug EAT /mg), l'extrait de chloroforme (83 = 0,98 pg EAT /mg),
l'extrait brut (80,33 = 0,70 pg EAT /mg) et I'extrait aqueux (33,6 + 0,84 pg EAT /mg), comme
le rapportent Merghem et Dahamna. (2020). En outre, Drioiche et al. (2020) ont constaté que
la présence de tanins galliques et catéchiques était spécifiquement notée dans les parties

aériennes de la plante, soulignant son potentiel en tant que source d'antioxydants naturels.

Le profil phytochimique de Ruta montana est sujet a des variations influencées par une
multitude de déterminants tels que la phase de développement de la plante, la saison de la
récolte, le choix du solvant d'extraction, la partie spécifique de la plante utilisée, 1'origine
géographique de la plante, les conditions dans lesquelles le matériel végétal est stocké et les

techniques analytiques appliquées a 1'examen, comme l'ont expliqué Benkhaira et al. (2022).
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1.3. Identifications qualitative et quantitative des composés phénoliques de D’extrait

éthanolique du Ruta montana par LC-MS/MS :

L'extrait testé a été analysé a I'aide d'un instrument LC-ESI-MS. Les chromatogrammes
obtenus ont été traités par le logiciel d'analyse qualitative B.07.01 de la station de travail Agilent
Mass Hunter. Notre étude des différents composés bioactifs dans la Ruta montana a conduit a
l'identification de 9 composés (Tableau 4) : l'acide protocatéchuique, I'hydroxybenzaldéhyde,
l'acide salicylique, Vanillin, Isoquercitrin, p-coumaric acid, 1'hespéridine, le kaempférol-3-

glucoside et la lutéoline. Les composés identifiés sont représentés dans la Figure 21-22.
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Figure 21 : Structure des composés de Ruta montana par LC-MS : (a) Structure 2D et (b)
Structure 3D par Pubchem (PubChem., 2025).
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Tableau 4 : Composition des composé€s phénoliques identifiés a I'aide de 1'analyse LC-MS.

N° Nom Ruta Source RT Transitions Mod R2 LOQ LOD Linéarité
montana d'ions d'ions d'ions (ug/L) (ug/L) Gamme
(mg/g) (ug/L)
1 Protocatechuic acid 0,0251568 ESI 5,449 153.0 > Positive  0,9969 13,1729 3,1564 15.625-
109.0 250
2 Hydroxybenzaldehyde  0,0324748 ESI 7,679 121.0 > Positive  0,9993 12,8651 4,9742 15.625-
92.0 250
3 Vanillin 0,0444 ESI 8,649 153.0 > Positive  0,9949 40,5411 14,5885 62,5-1000
125.0
4 p-coumaric acid 0,0519758 ESI 9,441 163.0 > Positive  0,9996 7,9973 4,0164 15.625-
119.1 500
5 Salicylic acid 0,2049716 ESI 9,539 137.0 > Positive  0,9981 82,9646 47,6695 112.5-
93.1 1800
6 Hesperidin 22,8657336 ESI 11,842 611.0 > Positive  0,9957 17,6753 4,1396  31.25-500
302.9
7 Isoquercitrin 0,5499434 ESI 11,867 464.9 > Positive  0,9982 11,2680 9,9382  18.75-300
302.8
8 Kaempferol-3- 0,0109754 ESI 13,287 448.8 -> Positive  0,9997 4,5238 1,1609 7.8125-
glucoside 286.9 125
9 Luteolin 0,3431152 ESI 17,909 285.0 > Positive  0,9962 21,4535 20,0000 31.25-500
133.1
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Figure 22 : Composés phénoliques identifiés a 1'aide de 'analyse LC-MS.

L’analyse phytochimique de Ruta montana par LC-MS/MS a conduit a I’identification

de neuf composés clés : I’acide protocatéchique, I’hydroxybenzaldéhyde, la vanilline, I’acide
p-coumarique, I’acide salicylique, I’hespéridine, 1’isoquercitrine, le kaempférol-3-glucoside et
la lutéoline. Ces composés sont bioactifs et contribuent aux propriétés médicinales de la plante.
Afin de contextualiser ces résultats, des comparaisons avec d’autres especes de la famille des
Rutacées offrent un éclairage sur la diversité et la cohérence des profils phytochimiques au sein
de cette famille. Plusieurs de ces composés sont fréquemment rapportés chez les Rutacées. Par
exemple, ’hespéridine, le composé le plus abondant dans Ruta montana (22,87 mg/g), se
retrouve également de manic¢re prédominante chez des especes de Citrus, notamment Citrus
sinensis et Citrus aurantium, ou elle exerce d’importantes activités antioxydante et anti-
inflammatoire. Kawaii et al. (1999) ont par ailleurs mis en évidence les effets protecteurs de

I’hespéridine tant chez les especes de Citrus que chez Ruta, soulignant son role de modération.

Le kaempférol-3-glucoside (0,011 mg/g), un autre composé détecté dans Ruta montana,
est également présent dans Ruta graveolens, comme 1’ont rapporté Lin et Harnly (2007). Les
dérivés du kaempférol sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires,
et leur présence dans plusieurs espéces de Rutacées témoigne de leur role dans I’atténuation du
stress oxydatif. La faible concentration de kaempférol-3-glucoside dans Ruta montana rejoint
les observations faites chez d’autres especes, soulignant son importance fonctionnelle malgré

sa présence modeste.

44



6%@0/?/% 1 Zsuttats ot discassion

La lutéoline (0,343 mg/g), un flavonoide réputé pour ses puissantes activités
antioxydante, anti-inflammatoire et anticancéreuse, a également été mise en évidence dans Ruta
montana. Elle a d’ailleurs ét¢ identifiée chez Ruta chalepensis et Ruta graveolens, comme 1’ont
montré Raghav et al. (2006), illustrant sa large répartition au sein de la famille des Rutacées.
De méme, 1’acide protocatéchique, détecté a 0,025 mg/g, se retrouve dans d’autres Rutacées,
notamment Ruta graveolens et certaines especes de Citrus. El-Sonbaty et al. (2019) ont
souligné le potentiel hépatoprotecteur de 1’acide protocatéchique, mettant en évidence son rdle
d’antioxydant puissant. L’intégration de ce composé dans Ruta montana appuie donc son usage

traditionnel pour la protection et la limitation des dommages oxydatifs.

Bien que I’acide salicylique (0,205 mg/g) et la vanilline (0,044 mg/g) soient moins
souvent rapportés dans d’autres Rutacées, leur présence dans Ruta montana révéle un caractere
distinctif de cette espéce. Zaidi et al. (2023) ont insisté sur les propriétés anti-inflammatoires
et hépatoprotectrices de I’acide salicylique, renfor¢ant la valeur thérapeutique de Ruta montana

et complétant les effets des autres composés phénoliques.

A notre connaissance, cette étude constitue la premiére utilisation de la chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) pour analyser 1’extrait
¢thanolique de Ruta montana. Les résultats de LC-MS concordent étroitement avec ceux de
Szopa et al. (2012), qui ont montré la capacité de la famille des Rutacées a synthétiser 1’acide
protocatéchique et 1’acide p-coumarique. Nos données corroborent également celles de
Asgharian et al. (2020), qui ont mis en évidence la lutéoline chez Ruta graveolens, ainsi que

celles de Al-Jaberi et al. (2023), confirmant la présence d’hespéridine dans Ruta chalepensis.

Fait notable, notre analyse n’a pas permis de détecter certains composés phénoliques
rapportés dans des études antérieures sur Ruta montana. Bouhenna et al. (2023) ont en effet
identifié, dans les extraits bruts, n-butanol, chloroforme et acétate d’éthyle des parties aériennes
de Ruta montana, des molécules telles que la rutamontine, I’'umbelliférone, la daphnorétine, le
méthyléther de daphnorétine, la scopolétine, la chalépine, la rutarétine, la 6,7,8-
triméthoxycoumarine, 1’acide 4-O-féroyl quinique, ’acide 4-O-p-coumaroylquinique, la
cnidioside A, la subérénone, la diméthylallyl-herniarine, la 6,8-C-dihexosyl-apigénine,

I’isorhamnétine-3-O-rutinoside ou encore la sinapoylferuloylxlosapoyhex.

Cette divergence entre nos observations et les études antérieures peut s’expliquer par
plusieurs facteurs. Bouzana et al. (2023) suggerent que les variations de la composition

phytochimique peuvent découler de différences liées aux especes étudiées, a la quantité et au
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type de standards disponibles ou encore a 1’origine géographique de la récolte. Par ailleurs, les
méthodes d’extraction jouent un role crucial dans I’obtention du profil phénolique. Bouhenna
et al. (2023) ont ainsi indiqué que le n-butanol et I’acétate d’éthyle peuvent extraire un éventail
plus large de composés que I’éthanol. D’autres éléments, comme le stade de développement de
la plante, la saison de récolte, la partie de plante utilisée, les conditions de stockage, ainsi que
la méthodologie analytique mise en ceuvre, peuvent également contribuer aux écarts de
composition chimique (Benkhaira et al., 2022 ; Jaisamut et al., 2021). Donc nous supposons
que les composés bioactifs identifiés dans Ruta montana, notamment I’hespéridine, la lutéoline
et le kaempférol-3-glucoside, jouent vraisemblablement un role majeur dans les effets

protecteurs observés.
2. Evaluation des activités biologiques in vitro de Ruta montana :
2.1. Evaluation de I’activité antioxydante :

L’inhibition des radicaux libres a ét¢ mesurée par les méthodes DPPH et ABTS,
couramment utilisées pour quantifier I'efficacité¢ des antioxydants. L’ICso obtenu pour le test
DPPH est de 0,126 + 0,05 mg/ml, tandis que celui du test ABTS est 1égérement plus faible, a
0,104 = 0,04 mg/mL. L’analyse de la capacité antioxydante totale (TAC) de I’extrait a révélé
une valeur de 0,291 + 0,033 mg AAE/g dry (Tableau 5).

L'analyse de l'activit¢ antioxydante de Ruta montana a été réalisée aussi a l'aide du test
CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity), qui évalue la capacité de I'extrait a réduire
les ions Cu?" en Cu®. La courbe d'étalonnage obtenue présente une équation de régression y =
1,2158x + 0,1694 (Annexe 6) avec un coefficient de détermination R? = 0,9973, indiquant une

forte linéarité et une bonne fiabilité du modéle de calibration.

Le test au 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est I'une des méthodes les plus
couramment utilisées pour évaluer I’aptitude d’un extrait a piéger les radicaux libres. Dans nos
travaux, 1’extrait cru de R. montana a montré une capacité anti-radicalaire particuliérement
¢levée, avec une valeur ICso de 0,126 & 0,05 mg/ml, surpassant ainsi d’autres fractions (extraits
obtenus par différents solvants). Ces résultats confirment les observations antérieures d’ Allouni
(2018), qui avait déja souligné 1’efficacité notable des extraits de R. montana contre le radical
DPPH. Nos recherches sont en accord avec celles de Ali et al. (2016), ayant obtenu une ICso de
0,12 mg/ml pour I’extrait éthanolique des parties aériennes de R. montana. Par ailleurs,

Khadhri et al. (2017) ont mis en évidence une ICso de 1,47 + 0,1 pg/ml pour I’extrait
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¢thanolique des feuilles de la méme espéce, illustrant son potentiel dans la réduction du stress

oxydatif.

Tableau S : Activité¢ antioxydante de I'extrait éthanolique de R. montana évaluée par les tests

ICso DPPH, ICso, ABTS, CUPRAC et TAC.

Activité antioxydante

DPPH ABTS CUPRAC TAC
I1Cs0 (Mg/mL) A0.5 (mg/mL) (mg AAE/g dry)
R. montana 0,126+0,05  0,104+0,04 0,271+0,08 0,291 £ 0,03
Standard BHA 0,1725+0,58 0,1889+0,08 0,0925+0,2 NT
Standard BHT 0,1568+0,08 0,1825+0,08 0,1528+0,258 NT

NT: Non Testé.

Slougui et al. (2023) ont, quant a eux, évalué différents extraits et ’huile essentielle de
R. montana. Leurs résultats montraient des ICso dépassant 800 pg/ml pour I’huile essentielle, et
variant de 169,18 = 3,21 pg/ml pour I’extrait chloroforme a 84,01 + 6,40 pg/ml (extrait Soxhlet
hexane), 526,07 + 6,52 pg/ml (extrait n-butanol) et 91,07 = 0,67 pg/ml (extrait acétate d’éthyle).
Par comparaison, notre extrait (ICso = 126 pg/ml) présente une activité plus puissante que celle
de I’huile essentielle et de I’extrait n-butanol, mais légerement inférieure a celle des extraits

hexanique et acétate d’éthyle.

Le test ABTS (2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) complete le
DPPH pour I’évaluation de I’activité antioxydante. Dans notre étude, 1’extrait éthanolique des
feuilles de R. montana a révélé une activité antioxydante intermédiaire, avec une ICso de 0,104
+ 0,04 mg/ml. Ces données se distinguent nettement des résultats de Slougui et al. (2023), qui
rapportent une ICso supérieure a 800 pg/ml pour 1’huile essentielle et certains extraits délipidés
de R. montana. Cependant, ce méme travail souligne un gradient d’activité antioxydante chez
diverses fractions de Ruta, avec des ICso décroissantes atteignant 36,22 pg/ml, 46,54 pg/ml,
59,48 pg/ml et 173,54 pg/ml, suggérant que les extraits de Ruta sont particuliérement riches en
antioxydants (Coimbra et al., 2020).

Ces observations concordent avec celles menées sur d’autres espéces de Ruta,

notamment Ruta chalepensis, qui a également montré une capacité notable de piégeage des

47



6%@0/?/% 1 Zsuttats ot discassion

radicaux libres (Szewczyk et al., 2022). Laib et al. (2021) précisent, toutefois, que ces
variations ne peuvent pas €tre uniquement attribuées a la teneur en composés phénoliques :
d’autres constituants présents dans I’extrait, ou méme des interactions spécifiques avec des
levures et d’autres matrices biologiques, pourraient intervenir dans l’activité antioxydante

observée.

Le test TAC, souvent réalisé par la méthode du phosphomolybdéne, permet d’évaluer la
capacité¢ globale d’un extrait a réduire des métaux et a générer un complexe vert de
phosphomolybdéne. Les valeurs rapportées pour les extraits bruts (crude extracts) de Ruta
varient généralement de 37,67 a 396,80 mg AAE/g CE (Barbouchi et al., 2024). Dans nos
analyses, 1’extrait brut de R. montana présente une TAC de 0,291 + 0,0335 mg AAE/g de

matiere seche, signant un potentiel antioxydant non négligeable.

Parmi les divers extraits testés, la fraction éthanolique de R. montana se démarque
souvent par son activité¢ antioxydante la plus €levée, surpassant les fractions acétate d’éthyle,
butanol ou chloroforme (Bouhenna et al., 2023). Barbouchi et al. (2024) indiquent en effet
que les feuilles d’extraits éthanoliques de R. montana contiennent une TAC de 159,02 + 1,40

mg AAE/g CE.

Plusieurs études comparatives soulignent des activités antioxydantes variables au sein
du genre Ruta. L’huile essentielle de Ruta graveolens provenant de Roumanie a montré une
activité antioxydante notable, associée a la présence de composés bioactifs variés (Jianu et al.,
2021). De méme, I’huile essentielle de R. montana d’Algérie a démontré, dans le test DPPH,
une activité antiradicalaire dépendante de la concentration (Kambouche et al., 2008). Au
regard de ces données, R. montana affiche des propriétés antioxydantes comparables, voire
supérieures, a certaines autres especes de Ruta, soulignant I’importance de sa composition

phénolique et de sa richesse en flavonoides (Jianu et al., 2021).

L’évaluation de I’activité antioxydante de Ruta montana a travers la méthode CUPRAC
(Cupric Reducing Antioxidant Capacity) indiquent une valeur Agsde 0,271 + 0,08 mg/ml (soit
271 pg/ml), ce qui refléte une activité modérée par rapport aux standards synthétiques tels que
le BHA (0,0925 £ 0,2 mg/ml) et le BHT (0,1528 + 0,258 mg/ml). En revanche, les fractions
d’extrait éthanolique de Ruta chalepensis rapportées par Gali et Bedjou (2019) montrent des
valeurs CUPRAC Ay s beaucoup plus faibles, notamment pour les fractions butanolique (22,48
+ 1,65 pg/ml) et acétate d’éthyle (40,71 + 0,86 pg/ml), indiquant une activité antioxydante

nettement supérieure. Ces comparaisons confirment que 1’activité antioxydante de Ruta
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montana est compétitive mais légerement supérieur a certaines plantes médicinales bien
¢tudiées. Cependant, il est important de noter que cette évaluation représente une premiere dans
la littérature scientifique concernant Ruta montana, car aucune étude antérieure n’a rapporté

I’utilisation de la méthode CUPRAC pour analyser cette plante spécifique.

Certains composés, tels que I’hespéridine, la lutéoline et I’acide salicylique, sont bien
connus pour leur activité antioxydante via différents mécanismes. L’hespéridine agit
principalement en neutralisant les radicaux libres et en réduisant le stress oxydatif au niveau
cellulaire (Li et Schluesener, 2017 ; Parhiz et al., 2015). La lutéoline est également reconnue
pour ses propriétés antioxydantes puissantes ainsi que sa capacité a inhiber certaines enzymes
pro-oxydantes (Chen et al., 2019). Ce qui confére a Ruta montana une forte activité

antioxydante.
2.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne :

En s'inspirant des seuils de résistance aux antimicrobiens définis par Chifundera et al.
(1990), qui définissent un spectre de résistance a partir d'un diamétre d'inhibition de 6
millimetres. Les souches présentant un diametre de zone d'inhibition de 9 millimétres ou moins
ont été jugées résistantes, celles dont le diametre était compris entre 10 et 15 millimétres ont
ét¢ marquées comme insensibles, celles présentant un diamétre compris entre 16 et 22
millimeétres ont €té reconnues comme sensibles, et celles dont le diamétre dépassait 22
millimetres ont été classées comme tres sensibles. Les résultats de I'activité antimicrobienne

sont présentés dans la Figure 23.

L’extrait éthanolique de Ruta montana présente un spectre d'efficacité variable sur
l'ensemble du panel bactérien (Figure 24). Notamment, Escherichia coli 18,5 mm et Klebsiella
pneumoniae 19 mm manifestent des zones d'inhibition équivalentes, contrairement a
Staphylococcus aureus 14 mm et Salmonella typhimurium 13+1,73 mm. En revanche, la zone
d'inhibition de 20 mm de Pseudomonas aeruginosa diminue nettement par rapport aux deux
premiéres bactéries. La zone d'inhibition la plus nominale appartient & Candida albicans, qui

diverge significativement des zones d'inhibition de toutes les autres especes évaluées (Figure
23).
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Figure 24 : Réponse des souches microbiennes a l'extrait de R. montana :1. Escherichia coli,
2. Salmonella typhimurium ,3. Klebsiella pneumoniae , 4. Pseudomonas aeruginosa, 5.
Staphylococcus aureus, 6. Candida albicans . d1 : 20 mg/mL ; d2 : 0,2 mg/mL ; d3:0,02
mg/mL ; d4 : 0,002 mg/mL ; d5 : 0,0002 mg/mL ; d6 : 0,00002 mg/mL
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Les résultats obtenus dans la présente étude corroborent ceux rapportés par Bouhenna
et al. (2023), qui ont évalué I’efficacité antimicrobienne de divers extraits de Ruta montana
contre des souches bactériennes et fongiques de type ATCC. Dans leurs travaux, I’extrait
chloroformique a montré une activité antimicrobienne notable, avec des zones d’inhibition (ZI)
comprises entre 18,33 et 18,66 mm vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli,
tandis que Staphylococcus aureus se révélait moins sensible aux extraits chloroformique et brut
(11-14,33 mm). Par ailleurs, ’huile essentielle de R. montana testée contre Salmonella sp.

présentait également une faible zone d’inhibition (11 mm) (Nahar et al., 2021).

Nos observations sont en accord avec celles de Djarri et al. (2013), qui ont mis en
¢vidence une forte activité inhibitrice des huiles essentielles de R. montana (collectée dans 1’est
de I’Algérie) contre P. aeruginosa (20 mm), Klebsiella pneumoniae (19 mm) et E. coli (19 mm).
En revanche, les huiles essentielles de R. montana provenant de Tunisie ont montré un effet
plus faible contre ces mémes souches, avec des ZI oscillant entre 6 et 7 mm (Bejaoui et al.,
2019). Par ailleurs, I’évaluation de I’activité antibactérienne effectuée par Allouni (2018) a
démontré que les extraits éthanoliques (feuilles et graines) de R. montana exercaient un fort

pouvoir inhibiteur a I’encontre de souches telles que E. coli et S. aureus.

De maniere générale, ces résultats indiquent que les plantes synthétisent une grande
diversité de molécules bioactives dans le cadre de mécanismes de défense face aux agressions
pathogenes (Bouhenna et al., 2023). Historiquement, ces composés ont été reconnus comme
de potentielles sources de nouveaux agents dotés de propriétés biologiques, notamment
antimicrobiennes (Christova-Bagdassarian et al., 2013). Des études menées par Hamidi et
al. (2014) et Ajoy et al. (2013) confirment cette hypotheése en identifiant deux coumarines
I’ombelliférone (7-hydroxycoumarine) et la scopolétine dont les propriétés antibactériennes
sont avérées, suggérant ainsi un lien étroit entre I’efficacité antibactérienne des extraits de Ruta

montana et leur composition chimique (Bouhenna et al., 2023).
2.3. Evaluation de I’activité enzymatique de la Plante Ruta montana in vitro :

L'activité de 'extrait a été¢ déterminée comme étant beaucoup plus faible pour 1'uréase
que pour la thiourée conventionnelle. Le pourcentage maximum d'inhibition était de 18,8
+0,74%, et la valeur ICso dépassait 200 pg/mL. En revanche, la thiourée a présenté le
pourcentage d'inhibition le plus élevé de 98,90+0,5 % et la valeur ICso la plus faible de
11,57+0,68 pg/mL (Tableau 6).

51



C%@b/f/ve 1 Zisuttats ot discassion

L'activité inhibitrice de l'anticholinestérase présentée dans le tableau indique que
I'extrait de Ruta montana a montré une faible activité (198,5+6,42 ng/mL) par rapport a la
galantamine standard (6,27+1,15pg/mL). L'action a été dépendante de la concentration,
l'inhibition augmentant avec les niveaux de concentration. Le pourcentage d'inhibition maximal

a été observé a la concentration la plus élevée (200 ng), mesurant 42,68 + 0,2 % (Tableau 6).

Tableau 6 : Evaluation de l'activité anti-uréase de l'extrait de Ruta montana et de la
Thiourea standard, ainsi que de l'activit¢ anticholinestérase de Ruta montana et de la

Galantamine standard a différentes concentrations.

%o Inhibition

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 ICso
ng ng ng ng ng ng ng ng/mL

Anti-urease
activitée 4.70+0.7 6.59+0.07 6.59+0.01 7.82+0.02 8.82+0.44 13.24+1.5 204+£0.74  >200

Thiourea | 449:0.78 19854274 55.64+4.24 94.17:0.15 98.42+0.19 9849:0.41 98.90+0.05 11,57+0,68
Standard

Anti-
cholinesterase | 10,93+0.09 11.33£0.07 11.85+0.1 12.79+£0.07 20.5+1.3 30.9+6.2 42.68+ 0.2 198,5:|:6,42
activité

Galantamine | 35,93+2,28 43.77+0.0 68.50+0,31 80.69+0,41 85.78+1,63 91.80+0,20 94.77+0,34 6,27:|:1,15
Standard

La maladie d’Alzheimer (MA) se caractérise par un déficit en acétylcholine au niveau
de la fente synaptique, ce qui perturbe le systéme cholinergique, essentiel au maintien de la
mémoire, de I’apprentissage et des fonctions cognitives. Cette carence peut résulter d’une
production insuffisante d’acétylcholine dans les terminaisons présynaptiques, d’une
dégradation accrue par les cholinestérases au sein des synapses ou encore d’une sensibilité
réduite des récepteurs neuronaux a ce neurotransmetteur. Ainsi, ’'un des traitements
couramment utilisés pour atténuer les effets de la maladie d’Alzheimer consiste a administrer
des inhibiteurs de la cholinestérase (IChE), tels que le donépézil ou la galantamine, afin de

pallier la diminution d’acétylcholine (Ngai et al., 2022).
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Dans le cadre de nos investigations, nos résultats concordent avec ceux de Slougui et
al. (2023), qui ont observe, pour Ruta montana (parties aériennes collectées en Algérie), une
inhibition plus faible de I’acétylcholinestérase pour les extraits a I’acétate d’éthyle et au
chloroforme, en comparaison a un standard de référence, tandis que les autres extraits ne
montraient pas d’activité notable. A I’inverse, Khadhri et al. (2017) ont rapporté que les
extraits ¢thanoliques de tige de Ruta montana (provenant de Tunisie) possédaient la meilleure
activité inhibitrice vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase, avec une valeur d’I1Cso de 52 + 0,4 pg/mL.
De plus, les extraits en décoction et les extraits éthanoliques de feuilles ont révélé une activité

significative, avec des ICso respectives de 57 + 1,6 et 76 = 1,6 pg/mL (Khadhri et al., 2017).

Par ailleurs, Ruta chalepensis a montré une efficacité supérieure contre
I’acétylcholinestérase, comme I’indiquent les études de Gali et Bedjou (2019) et Khadhri et
al. (2017), présentant des valeurs d’ICso plus faibles. Les extraits de Ruta montana exigent, en
comparaison, des concentrations plus élevées pour atteindre des effets similaires, soulignant
I’importance de la variabilité interspécifique au sein du genre Ruta pour 1’exploration de

nouvelles pistes thérapeutiques contre la maladie d’ Alzheimer.

3. Modélisation in silico des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques :

3.1. Caractéristiques physicochimiques et pharmacocinétiques de Ruta montana :

Les propriétés physicochimiques et le profil de lipophilicité des principaux composés
identifiés dans Ruta montana grace a 1’analyse LC-MS (Tableau 4), fournissent des indications
essentielles sur leur potentiel de biodisponibilité et leur compatibilité avec les criteres de drug-
likeness. Les composés présentent des poids moléculaires allant de 122,12 a 618,58 g/mol.
L’acide protocatéchique, I’hydroxybenzaldéhyde, la vanilline, I’acide p-coumarique et 1’acide
salicylique posseédent une faible masse moléculaire et une lipophilicité favorable (Log Po/w
entre 0,65 et 1,26), tandis que I’hespéridine, I’isoquercitrine et le kaempférol-3-glucoside

affichent des masses élevées (> 440 g/mol) et une forte polarité (TPSA > 170 A?) (Tableau 7).

L’hespéridine présente la plus forte fraction Csp® (0,70), sept liaisons rotatives et 16
accepteurs de liaisons hydrogene. L’hydroxybenzaldéhyde et la vanilline possedent une faible
TPSA (< 50 A?), favorisant leur biodisponibilité orale, contrairement a 1’isoquercitrine et au

kaempférol-3-glucoside (TPSA > 170 A2).
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Tableau 7 : Propriétés physicochimiques et lipophilie des principaux composés identifiés dans Ruta montana.

Molecule Protoca_techuic Hydroxybenzaldehyde  Vanillin p-coumaric Salic_ylic Hesperidin  Isoquercitrin Kaempfe_rol-3- Luteolin
acid acid acid glucoside
Propriétés physicochimiques et lipophilie
Masse(g;'r?]'gl‘;”'a're 154.12 122.12 15215 16416 13812 61858 444.39 444.39 282.25
Nombre d'atomes 11 9 11 12 10 43 32 32 21
lourds
Atomes lourds 6 6 6 6 6 0 12 12 12
aromatiques
Fraction Csp? 0.00 0.00 0.12 0.00 0.00 0.70 0.27 0.27 0.00
Liaisons rotatives 1 1 2 2 1 7 4 4 1
Accepteurs de 4 2 3 3 3 16 10 10 5
liaisons H
Donneursl_(lje liaisons 3 1 1 5 5 9 5 5 3
Réfractivité molaire 37.45 33.85 40.34 45.13 35.42 138.31 107.71 107.71 75.59
TPSA (A?) 77.76 37.30 46.53 57.53 57.53 246.68 173.98 173.98 94.83
Consensus Log Po/w 0.65 1.17 1.12 1.26 1.03 -2.64 0.04 0.04 1.71
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Tableau 8 : Médicamentabilité, biodisponibilité et pharmacocinétique des principaux composés identifiés dans Ruta montana.

Médicamentabilité, biodisponibilité et pharmacocinétique

Régle de Lipinski Oui Oui Oui Oui Oui Non Non Non Oui
Scorede 0.56 0.55 0.55 0.85 0.85 0.85 0.55 0.55 0.55
biodisponibilité

Absorption gastro- Elevée Elevée Elevée  Elevée  Elevée Faible Faible Faible Elevée
intestinale

g;lr;]‘;)éabﬂité BHE Non Oui Oui Oui Oui Non Non Non Non
Substrat P-gp Non Non Non Non Non Non Oui Oui Non
Inhibiteur CYP1A2 Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Inhibiteur CYP2C19 Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Inhibiteur CYP2C9 Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Inhibiteur CYP2D6 Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Inhibiteur CYP3A4 Oui Non Non Non Non Non Non Non Oui
Log Kp (cm/s) -6.42 -6.09 -6.54 -6.26 -6.08 -12.62 -8.85 -8.85 -6.59
Accessibilité 1.07 1.00 1.05 1.61 1.00 7.56 5.08 5.08 2.96
synthétique

Les propriétés physicochimiques, telles que le poids moléculaire, la lipophilie (Log Po/w), la surface polaire (TPSA) et la flexibilité (fraction
Csp?, liaisons rotatives), influencent la solubilité, la perméabilit¢é membranaire et la biodisponibilité des molécules. L’application des régles de
drug-likeness (Lipinski, biodisponibilité), ainsi que I’évaluation de ’absorption gastro-intestinale, de la perméabilité a la barriere hémato-
encéphalique (BBB/BHE), des interactions avec la P-gp et les enzymes CYP, permettent d’anticiper leur potentiel thérapeutique et leur faisabilité

synthétique (Tableau 8).
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Selon la reégle de Lipinski, tous les composés respectent les critéres de drug-likeness,
sauf I’hespéridine, I’isoquercitrine et le kaempférol-3-glucoside. Les scores de biodisponibilité
varient de 0,55 a 0,85, avec I’acide p-coumarique et I’acide salicylique affichant les valeurs les
plus ¢levées. L’absorption gastro-intestinale est élevée pour 1’acide protocatéchique,
I’hydroxybenzaldéhyde, la vanilline, I’acide p-coumarique, 1’acide salicylique et la lutéoline,

mais faible pour I’hespéridine, 1’isoquercitrine et le kaempférol-3-glucoside.

L’hydroxybenzaldéhyde, la vanilline, I’acide p-coumarique et D’acide salicylique
peuvent traverser la barriére hémato-encéphalique (BBB/BHE), tandis que les autres composés
sont limités a une activité périphérique. L’isoquercitrine et le kaempférol-3-glucoside sont des
substrats de la P-gp, ce qui réduit leur biodisponibilité. L’acide protocatéchique et la lutéoline
inhibent le CYP3A4, avec un risque potentiel d’interactions médicamenteuses. Tous les
composés présentent une faible perméabilit¢ cutanée (Log Kp faible), limitant leur
administration transdermique. Les scores d’accessibilité synthétique varient de 1,00 a 7,56,
avec des valeurs élevées pour 1’hespéridine, 1’isoquercitrine et le kaempférol-3-glucoside,

suggérant une complexité de synthése accrue.
3.2. Test de Bioavailability Radar des composés de Ruta montana :

Le Bioavailability Radar ou bien Bio disponibilit¢ Radar présente des diagrammes
structuraux générés via JChem et des notations SMILES standard de PubChem, affichés
individuellement. Il évalue six propriétés physicochimiques clés : taille, polarité, solubilité,
flexibilité et insaturation. La zone rose représente un intervalle optimal, ou les molécules

entierement incluses sont considérées comme drug-like.

Les hexagones de biodisponibilité des composés identifiés dans Ruta montana (Figure
25) révelent des profils favorables pour 1’acide protocatéchique, I’hydroxybenzaldéhyde, la
vanilline, I’acide p-coumarique et I’acide salicylique, caractérisés par une lipophilie modérée,
une taille moléculaire optimale et une polarité équilibrée. En revanche, I’hespéridine,
I’isoquercitrine et le kaempférol-3-glucoside présentent une forte polarité et une grande taille
moléculaire, suggérant une faible absorption gastro-intestinale, tandis que la lutéoline souffre

de problémes de solubilité pouvant limiter son absorption systémique.
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Figure 25 : Hexagones de biodisponibilité des principales molécules identifiées dans Ruta

montana, déterminés par analyse LC MS.
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3.3. Test de BOILED-Egg de Ruta montana :

Le modele BOILED-Egg de SwissADME évalue 1’absorption gastro-intestinale (HIA)
et la perméabilité a la barriere hémato-encéphalique (BHE) en classant les molécules dans la
zone blanche (forte absorption gastro-intestinale) ou la zone jaune (pénétration potentielle dans
le cerveau). Cette représentation graphique facilite ’analyse des propriétés pharmacocinétiques

pour I’optimisation des médicaments (Figure 26).

BBB

HIA
o PGP+
© PGP-

El Out of range

1-Protocatechuic acid

2- Hydroxybenzaldehyde:
3- Vanillin

4-p-coumaric acid:
5-Salicylic acid

) @ 6-?esp91'idiu
; 7-Isoquercitrin
S-Ka(el'mpfel'ol—3—glucoside
o 0 4 9-Luteolin
.
0

Figure 26 : Modele de BOILED-Egg des molécules identifiées de Ruta montana telles
qu'évaluées par 'analyse LC MS.

La capacité d’un composé a traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) est un
critére essentiel dans le développement de médicaments ciblant le systéme nerveux central
(SNC). La BHE est une barriere sélective essentielle pour maintenir I'homéostasie cérébrale,
composée de cellules endothéliales spécialisées qui régulent le transport paracellulaire et
transcellulaire (Uprety et al., 2021 ; Versele et al., 2022). La perméabilité de la BHE dépend
de plusieurs facteurs physico-chimiques, notamment la lipophilie, la taille moléculaire et la
capacité a former des liaisons hydrogene, ainsi que des paramétres mesurables comme le logBB
et le logPS (Thai et al., 2020 ; Meng et al., 2021). Les composés lipophiles traversent plus

facilement la BHE en raison de la nature lipidique de la membrane endothéliale, tandis que les
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petites molécules et celles ayant une faible capacité a former des liaisons hydrogene sont

¢galement favorisées (Thai et al., 2020).

les résultats L’analyse BOILED-Egg des composés de Ruta montana (Figure 26),
montrent que Protocatechuic acid et Luteolin, classés comme PGP-, se trouvent dans la zone
blanche correspondant a l'absorption intestinale humaine (HIA). Cela suggére que ces
composés sont absorbés au niveau intestinal, ce qui laisse supposer qu'ils peuvent Etre
administrés par voie orale (Daina et Zoete, 2016). Mais qu'ils ne traversent pas efficacement
la BHE, probablement en raison de leur structure chimique qui n'optimise pas leur capacité a
franchir la barriére lipidique cérébrale (Meng et al., 2021). D'autre part, des composés tels que
Vanillin, p-coumaric acid, et Salicylic acid se situent dans la zone jaune, une zone de
perméabilité intermédiaire (zone de logBB et logPS intermédiaires), ce qui indique qu'ils
possedent un potentiel modéré pour franchir la BHE (Thai et al., 2020 ; Meng et al., 2021).
Ces composés, bien que classés comme PGP-, ne sont pas soumis a l'influence des transporteurs

P-glycoprotéines (PGP), ce qui favorise leur absorption et leur distribution systémique.

A l'inverse, Hesperidin et Kaempferol-3-glucoside sont classés en dehors de la zone
BBB et HIA, indiquant qu'ils n’ont ni une capacité significative a traverser la BHE ni a étre
absorbés efficacement par l'intestin. Cette position suggére que leur taille moléculaire ou leur
polarité pourrait restreindre leur perméabilité (Meng et al., 2021), ce qui lui donne une faible
biodisponibilité (Veber et al., 2002 ; Wadhwa et al., 2021). Enfin, [soquercitrin, class¢ PGP+,
est situé en dehors des zones jaune et blanche, ce qui pourrait indiquer une interaction avec les
transporteurs PGP. Cette interaction pourrait limiter 1'absorption et la distribution dans le
cerveau, une caractéristique fréquemment observée pour les composés soumis a l'efflux actif

via P-glycoprotéines (Deli et al., 2005 ; Xie et al., 2019).

Le modele BOILED-Egg prédit que l'acide Protocatechuic acid et Luteolin se trouvent
dans la zone d'absorption gastro-intestinale (région blanche), ce qui laisse supposer qu'ils
peuvent étre administrés par voie orale (Daina et Zoete, 2016). Cependant, leur I'exclusion de
la zone perméable de la barriere hémato-encéphalique (BHE) implique une capacité neuroactive

limitée, ce qui est cohérent avec leurs profils physico-chimiques.

Les résultats de cette étude fournissent des informations clés pour évaluer la
biodisponibilité des composés et leur potentiel thérapeutique dans le cadre du traitement des
pathologies. Ces données s’inscrivent dans un cadre plus large ou des approches expérimentales

et computationnelles, telles que les modeles in silico, permettent de prédire la perméabilité des
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composés a la BHE et gastro-intestinale ainsi de guider le développement de médicaments

efficaces (Mazumdar et al., 2023).
3.4. Prévision des propriétés Toxicocinétiques des composés de Ruta montana :

L’¢évaluation toxicologique des composés de Ruta montana montre une absence de mutagénicité
selon I'aide de 1'outil web pkCSM, évaluant la mutagénicité (toxicit¢ AMES). La dose maximale
tolérée varie, avec des valeurs plus élevées pour 1I’hydroxybenzaldéhyde (0,925), I’acide p-
coumarique (1,111) et la vanilline (0,804). Les valeurs DLso les plus élevées sont observées
pour I’hespéridine (2,464) et I’isoquercitrine (2,551), suggérant une faible toxicité aigu€. En
toxicité chronique (LOAEL), le kaempférol-3-glucoside (4,889) et 1’isoquercitrine (5,244)

présentent les valeurs les plus élevées, nécessitant une surveillance accrue (Tableau 9).

Tableau 9 : Toxicité AMES, dose maximale tolérée (homme), toxicité aigué€ par voie orale pour

le rat, toxicité chronique par voie orale pour le rat (LOAEL), hépatotoxicité et sensibilisation

de la peau a 'aide de 1'outil web pkCSM.

N Compound Toxicite Dose Toxicite Toxicité
AMES maximale aigué orale  chronique orale Sensibilisation
tolérée rat (LOAEL) Hépatotoxicité cutanée
(humain (DLso) (log mg/kg,
(log (mol/kg) pc/jour)
mg/kg,
pc/jour)
1 Protocatechuic acid Non -0.017 2.178 2.012 Non Non
2 Hydroxybenzaldeh Non 0.925 1.833 2.624 Non Oui
yde
3 Vanillin Non 0.804 1.937 2.265 Non Non
4 p-coumaric acid Non 1.111 2.155 2.534 Non Non
5 Salicylic acid Non 0.61 2.282 2.483 Non Non
6 Hesperidin Non 0.392 2.464 6.013 Non Non
Isoquercitrin Non 0.514 2.551 5.244 Non Non
Kaempferol-3- Non 0.547 2.555 4.889 Non Non
glucoside
9 Luteolin Non 0.499 2.455 2.409 Non Non

Les évaluations toxicologiques ne révelent en outre aucun risque mutagene (test AMES
: négatif) ni aucune hépatotoxicité pour la plupart des composés, ce qui correspond aux profils

de sécurité des acides phénoliques dans les modéles précliniques. Cela concorde avec Dantas
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et al. (2020) qui a révélé que de nombreuses espéces de plantes médicinales soient non
mutagenes. Cette inhibition concorde aussi avec L'acide protocatéchique, de I'extrait de
danshen, a été identifié comme un inhibiteur faible de CYP3A4. Bien que son effet inhibiteur
soit modeste, il est important de considérer son potentiel d'interaction avec d'autres
médicaments métabolisés par CYP3A4, surtout dans le cadre de l'utilisation de préparations a
base de plantes comme le danshen (Salvia miltiorrhiza) (Qiu et al., 2008 ; Kaur et al., 2016).
Les analyses de prédiction de cibles associent ces composés a des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG) et canaux ioniques, avec des implications thérapeutiques. Par exemple,
I’acide p-coumarique module I’excitabilité neuronale via les canaux voltage-dépendants (Kim,
2017), tandis que la lutéoline inhibe les voies NF-kB et MAPK, réduisant les cytokines pro-
inflammatoires (Che et al., 2020 ; Conti et al., 2021). Ces mécanismes sont renforcés par
’activité antioxydante des phénols, neutralisant le stress oxydatif induit par le tébuconazole et
protégeant hépatocytes et neurones (Zeb, 2020 ; Abu-Serie & Habashy, 2020). La modulation
enzymatique (induction des GST et inhibition compétitive des CYP450) optimise la
détoxification, limitant les métabolites hépatotoxiques (Elsayed et al., 2021 ; Quintieri et al.,
2008). Les hétérosides, substrats de la P-gp, favorisent ’efflux de la toxine, réduisant son
accumulation systémique, tandis que les complexes hydrophiles diminuent sa lipophilie (Log
P), minimisant son stockage lipidique. La stabilisation de la BHE par des composés a faible
TPSA (hydroxybenzaldéhyde) atténue la neurotoxicité via I’inhibition de I’inflammation
(Uprety et al., 2021). Enfin, I’inhibition sélective des CYP1A2 et CYP2D6, couplée a
I’épargne des CYP3A4 et CYP2C9, rééquilibre le métabolisme hépatique, évitant la surcharge

enzymatique.

4. Evaluation des activités biologiques In vivo du Ruta montana :

4.1. Evaluation du pouvoir détoxifiant :

Les rats traités par le tébuconazole (TBC), a la Ruta montana (RM) et aux thérapies
combinées ont présenté des manifestations telles que la faiblesse, un mouvement diminué, une
perte d'équilibre et des épisodes de diarrhée. Pendant la période expérimentale de 50 jours,
aucun des rats au sein des cohortes expérimentales n'a présenté d'indications de morbidité, de
mortalité ou de symptomes cliniques évidents. Cependant, de manicre perceptible, les rats

traités au TBC ont montré une diminution notable de la prise alimentaire.
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4.1.1. Effet du traitement sur les poids corporels :

Les données présentées dans le tableau 10 montrent les effets du tébuconazole (TBC),
de la Ruta montana (RM1 et RM2) ainsi que de leurs combinaisons sur le poids corporels chez

les rats apres 50 jours d’essai expérimental (Figure 27).

Tableau 10 : Moyenne des poids corporels ainsi que des poids relatifs du foie, entre les rats témoins

et ceux traités avec Ruta montana (RM), tébuconazole (TBC) et leurs combinaisons apres 50 jours

d'expérimentation.

Control TBC RM1 RM?2 TBC+RM1 TBC+RM2

MOYENNE + L'erreur standard de la moyenne (ESM) ou SEM

Poids corporel  241:4+10.39 | 242,6+11,19 | 232,748,585 | 232,347,921 | 231,4+8,08 | 237,647,077

initial (g)

Poids corporel = 254,4+11,42 | 204,3+16,24* | 215,6+7,671 | 213,9+12,98 | 210,9+10,36 | 227,4+11,86

final (g)

Le poids corporel initial ne montre pas de différences significatives entre les groupes
expérimentaux (p > 0,05). Cependant, aprés 50 jours, une diminution significative du poids
corporel final est observée dans le groupe TBC (204,3 + 16,24 g, p <0,05) par rapport au groupe
controle (254,4 + 11,42 g). Les groupes traités avec Ruta montana (RM1 et RM2) présentent
des poids corporels finaux intermédiaires (215,6 = 7,671 get 213,9 £ 12,98 g, respectivement),
suggérant un effet protecteur partiel contre la toxicit¢ du TBC. L’association TBC + RM 1
montre une tendance similaire (210,9 + 10,36 g), tandis que le groupe TBC + RM2 affiche un
poids corporel final plus ¢élevé (227,4 + 11,86 g), ce qui pourrait indiquer une atténuation plus

marquée des effets déléteres du TBC en présence de doses plus élevées de Ruta montana.

L’exposition au TBC a induit des modifications notables de la masse corporelle et des
tissus organiques. Ainsi, une diminution de I’accumulation de tissus adipeux a été observée, ce
qui pourrait refléter une baisse de la prise alimentaire, une faiblesse musculaire ou encore une
toxicité directe du fongicide (Berrouague et al., 2019 ; Lafi et al., 2017 ; Ben Othméne et
al., 2020). Parallelement, une consommation accrue d’eau suggere I’activation de mécanismes

compensatoires visant a atténuer cette toxicité¢ (Chaabane et al., 2017).
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Figure 27 : Moyenne des poids corporels entre les rats témoins et ceux traités avec Ruta
montana (RM), tébuconazole (TBC) et leurs combinaisons avant et apres 50 jour (J)

d’expérimentation.

Dans le cadre d’études sub-chroniques, une fluctuation marginale de la masse corporelle
a été notée chez les rats traités avec 1’extrait de Ruta montana (RM 1 et RM 2) et chez ceux
soumis a une administration combinée TBC+RM, confirmant ainsi que le suivi de ces variations
constitue un indicateur prédictif fiable des réactions indésirables (Dahamna et al., 2011 ;

Hilaly et al., 2004 ; Merghem et al., 2013).
4.1.2. Effet du traitement sur les parametres hématologiques :

Le tableau. 11 présente les changements dans les parametres hématologiques chez les rats
traités au tébuconazole (TBC), a la Ruta montana (RM) et a leurs combinaisons. Le groupe «
TBC+RM 2 » présente une augmentation marquée des globules blancs (20 + 3,09 x10?
cellules/pL, p<0,001) par rapport au controle (6,38 £ 0,75 x10? cellules/uL). Le groupe « TBC
» a présenté une réduction significative des globules rouges (6,27 + 0,07 x10¢ cellules/puL,
p<0,01) par rapport au témoin (7,16 = 0,04 x10° cellules/uL), tandis que le groupe « TBC+RM
1 » a augmenté le nombre de plaquettes (1152 = 26 x10° plaquettes/uL, p<0,001). Le taux
d'hémoglobine a diminué chez les « TBC+RM 2 » (11,6 + 0,17 g/dL, p<0,001) par rapport aux
témoins (13,4 £ 0,303 g/dL), et le taux d'hématocrite était plus faible chez les « RM 2 » (37,8
+ 1,19 %, p<0,01) par rapport aux témoins (41,4 £ 0,94 %). En outre, le « TBC » a
significativement augmenté le volume corpusculaire moyen (MCV : 57,2 + 0,81 fL, p<0,001),
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tandis que le « TBC+RM 2 » a réduit I'hémoglobine corpusculaire moyenne (MCH : 16,1 +
0,22 pg, p<0,01) par rapport au groupe de contrdle.

Tableau 11 : Moyenne marqueurs hématologiques plasmatiques du controle et des rats traités
avec Ruta montana (RM), Tébuconazole (TBC) et traitement combiné de Tébuconazole et Ruta

montana apres 50 jours d'essai expérimental.

Mean +SEM Control TBC RM1 RM2 TBC+RM1 TBC+RM2
Dose (mg/kg)

WBC (L) 6,38+0,75 9,28+0,756 7,57+0,973 6,92+12 8,140,806 2043,09%**
RBC 10°12/L 7,16+0,0471 6,27£0,0716%*  7,3440,0893 6,9£0,217 7,83+0,13 7,27+0,264
Hémoglobine g/idl  13,4+0,303 12,140,281% 13,120,176 11,940,399** 13,340,223 11,6+0,179%**
Plaquettes
x1079/L, 713451 .4 969+£39,7* 690+117 861+22.4 1152426%+* 9324202
Hématocrite (%) 4] 440,948 39,9+0,756 41,5+0,65 37,8+1,19% 42,240,796 37,6+0,493*
MCV um”3 (Fl)  55,5+0,053 57,240,818 55+0,396 56,4+1,01 54,5+0,322 50,8+1,51%*
MCH (Pg) 17,8+0,089 17,740,191 17,3+0,113 17,7+0,289 17,140,152 16,1:£0,204%%*
MCHC (DL) 32+0,146 31,240,283 31,5+0,132 31,540,215 31,440,299 31,540,249
MPV (Fl) 7,030,108 7,410,239 6,6:0,0577 7,010,179 6,45+0,0838 7,04+0,193
VPD 15,140,061 15,240,0522 150,0507 15,1+0,0705 15+0,0595 15+0,0595
PCT mL/ 6,24+0,31 7,030,285 6,010,273 6,58+0,517 7,430,151 6,35+0,244

Les valeurs sont exprimées en moyennes +SEM ; n=7 pour chaque groupe de traitement. Les différences sont indiquées par
des lettres distinctes et des niveaux de signification (*p<0,05, **p<0,01, *** p < 0,001) par rapport au groupe témoin. WBC
: Globules blancs (L), GR : Globules rouges (L), MCV : Volume corpusculaire moyen (F1), MCH : Hémoglobine
corpusculaire moyenne (Pg), MCHC : Concentration corpusculaire moyenne d'hémoglobine (DI), MPV : Volume
plaquettaire moyen (F1), VPD : Valeur de la distribution plaquettaire, PCT : Procalcitonine (mL/1).

Les altérations hématologiques constituent un autre volet majeur de la toxicité induite
par le TBC. La réduction significative du nombre de globules rouges et du taux d’hémoglobine
observée dans notre étude, reflétant une hémolyse et une possible suppression de la production
érythrocytaire, rejoint les conclusions de Berrouague et al. (2019) et est accentuée par une
pathologie rénale chronique, facteur reconnu dans la diminution de 1’hémoglobine (Al-
Shemery et al., 2022 ; Shittu et al., 2013 ; Almahdi et al., 2016). Par ailleurs, la diminution
du volume globulaire moyen et la perturbation de la production plaquettaire, pouvant induire
une thrombopénie, soulignent 1’impact toxique du TBC sur la moelle osseuse (Lubran, 1989 ;

Bhandari et al., 2023).

L’administration de Ruta montana seule, a la dose sub-chronique étudiée par Ghedjati

et al. (2022), n’a entrainé¢ que des modifications hématologiques mineures. Cependant, le
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traitement combiné TBC+RM, surtout a la dose plus élevée (RM2, 100 mg/kg), a permis une
récupération partielle a marquer des paramétres hématologiques (RBC, HGB, HCT et PLT),
indiquant ainsi une capacité protectrice dose-dépendante de I’extrait de Ruta montana. Cette
action semble étroitement liée aux propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires de la plante,

notamment en raison de sa teneur en composés phénoliques (Ounissi et al., 2024).
4.1.3. Effet du traitement sur l'activité hépatique :
Effet du traitement sur le poids absolu et poids relatif du foie :

L'analyse des impacts du tébuconazole (TBC) et de la Ruta montana (RM) sur les
caractéristiques de poids des organes internes est un élément essentiel pour évaluer les
perturbations physiopathologiques provoquées par ces traitements. Le Tableau 12 expose les
moyennes des poids absolus et relatifs du foie chez les rats témoins ainsi que chez ceux qui ont
été exposés au TBC, séparément ou en conjonction avec Ruta montana, a l'issue de 50 jours

d'expérimentation.

Le poids absolu du foie diminue significativement dans le groupe TBC (8,057 + 0,20 g)
par rapport au groupe controle (9,457 + 0,6 g). Cette diminution est é¢galement observée dans
le groupe TBC + RM1 (7,1 + 0,38 g, p < 0,01), ce qui indique une altération hépatique notable
sous I’effet du tébuconazole. En revanche, les groupes RM1 et RM2 affichent des valeurs
proches du controle (8,571 + 0,26 g et 8,314 £ 0,28 g, respectivement), suggérant un effet
protecteur partiel de Ruta montana. Cette tendance se refléte également dans le poids relatif du
foie, ou le groupe TBC présente une réduction marquée (3,248 + 0,48 g), tandis que les autres

groupes montrent des valeurs comparables a celles du contrdle.

Tableaux 12 : Moyenne des poids relatifs du foie entre les rats témoins et ceux traités avec Ruta

montana (RM), tébuconazole (TBC) et leurs combinaisons apres 50 jours d'expérimentation.

Control TBC RM1 RM?2 TBC+RM1 TBC+RM?2

MOYENNE + SEM

Poids absolu du 9,457+0,6 8,057+£0,20 8,571+0,26 8,314+0,28 7,1+0,38**  §,886+0,46
foie (g)

Poids relatif du  3,711+0,17 3,248+0,48 3,66+0,15 3,969+0,26 3,406+0,21 3,986+0,31
foie (g)
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Au niveau hépatique, alors qu’aucune différence significative n’a été observée dans les
poids relatifs et absolus du foie entre les groupes exposés au TBC seul et le groupe témoin, les
traitements combinés ont révélé une diminution notable du poids absolu du foie. Ce phénomeéne

pourrait &tre li¢ a une altération du flux sanguin hépatorénal (Rous, 1920 ; Rubin et al., 1965).

Effet du traitement sur l’activité des enzymes hépatiques :

Tableau 13 : Dosages des enzymes hépatiques.

Control TBC RM 1 RM 2 TBC+RM 1

Parametres Moyenne + SEM

AST/ TGO (u/l)  141,1+6,315 360,4+16,18*** 99,14+ 4,852* 102,7+ 3,257 108,7+ 2,974

ALT/ TGP (u/l) 176,1+30,92 402,7+31,83***  174,4+16,53  150,7+15,34 221,4+30,77
LDH(u/l) 1286+66,09  2776+177,1*** 678,7£57,16  1215%172,5 1961+183,3
ALP(u/l) 174,8 £13,03  374,9+57,13** 181,1+12,46  271,3+35,20 176,9+21,9

Toutes les données sont exprimées en moyennes £SEM ; elles ont été analysées par un test ANOVA a
sens unique suivi d'un test de Tukey pour 7 animaux dans chaque groupe (n=7). Les valeurs sont
significativement différentes (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) par rapport au groupe témoin. AST (u/l)
: Aspartate Aminotransférase (TGO - Transaminase Glutamo-Oxaloacétique), ALT (u/l) : Alanine
Aminotransférase (TGP - Transaminase Glutamo-Pyruvique), ALP (u/l) : Phosphatase Alcaline, LDH
(u/l) : Lactate Déshydrogénase,

Les résultats présentés dans le (Tableau 13) de notre étude montrent de manicre
explicite que le traitement par le TBC peut provoquer des dommages au niveau du foie, se
traduisant par une toxicité hépatique. Les résultats de 1'é¢tude ont mis en évidence une
augmentation statistiquement significative, avec un seuil de signification égal ou inférieur a
0,001, des activités enzymatiques hépatiques, notamment l'alanine aminotransférase (ALT),
l'aspartate aminotransférase (AST), la lactate déshydrogénase (LDH) et la phosphatase alcaline
(ALP).

Les résultats obtenus (Figure 28) montrent une augmentation significative des niveaux
des enzymes hépatiques (AST, ALT, ALP) ainsi que de la lactate déshydrogénase (LDH) dans
le groupe exposé au tébuconazole (TBC) par rapport au groupe témoin (p < 0,001), indiquant
une atteinte hépatique et cellulaire importante. En revanche, les groupes traités avec Ruta
montana (RM1 et RM2) présentent des niveaux enzymatiques comparables a ceux du témoin,

suggérant I’absence d’effet hépatotoxique de cette plante. De plus, les groupes combinés
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(TBC+RM1 et TBC+RM2) montrent une réduction significative des taux d’enzymes
hépatiques et de la LDH par rapport au groupe TBC seul, indiquant un effet protecteur partiel

de Ruta montana contre les dommages hépatiques et cellulaires induits par le tébuconazole
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Figure 28 : Moyenne des marqueurs biochimiques enzymatiques (AST : Aspartate
aminotransférase (u/l) ; ALT : Alanine aminotransférase (u/l) ; ALP : Phosphatase alcaline (u/l)

; LDH : Lactate déshydrogénase (u/l)) du contrdle et des rats traités avec Ruta montana (RM).

Effet du traitement sur les paramétres biochimiques :

Les résultats biochimiques montrent une augmentation significative des niveaux de
triglycérides, de cholestérol total et une diminution marquée des lipoprotéines de haute densité
(HDL) dans le groupe exposé au tébuconazole (TBC) par rapport au groupe témoin (p < 0,001)
(Figure 29). Ces variations indiquent une perturbation du métabolisme lipidique, suggérant un
effet hyperlipidémique et athérogéne du tébuconazole. En revanche, les groupes traités avec
Ruta montana (RM1 et RM2) affichent des niveaux de triglycérides, de cholestérol total et de
HDL similaires a ceux du témoin, suggérant que cette plante n'a pas d'effet délétere sur le
métabolisme lipidique. De plus, les groupes combinés (TBC+RMI1 et TBC+RM2) montrent

une réduction notable des triglycérides et du cholestérol total, ainsi qu'une augmentation du
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HDL par rapport au groupe TBC seul, indiquant un effet protecteur partiel de Ruta montana

contre les dyslipidémies induites par le Tébuconazole.
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Figure 29 : Moyenne + SEM des activités biochimiques du cholestérol, (TC : Cholestérol total
(g/l) ; HDL : Lipoprotéines de haute densité (g/l) ; TG : Triglycérides (g/1)) du contrdle et des
rats traités avec Ruta montana (RM), Tébuconazole (TBC) et traitements combinés de

Tébuconazole avec Ruta montana apres 50 jours d'essai expérimental.

Les résultats mentionnés dans la Figure 30 montrent une augmentation tres significative
des niveaux de bilirubine totale dans le groupe exposé au Tébuconazole (TBC) par rapport au
groupe témoin (p < 0,001), suggérant une altération de la fonction hépatique pouvant résulter
d’une hémolyse accrue ou d’une obstruction biliaire. En revanche, les groupes traités avec Ruta
montana (RM1 et RM2) présentent des niveaux normaux de bilirubine, indiquant 1'absence
d'effet hépatotoxique de la plante. Cependant, les groupes combinés (TBC+RM1 et TBC+RM2)
conservent des niveaux €levés de bilirubine, bien que 1égérement inférieurs a ceux du groupe
TBC seul, suggérant que Ruta montana ne parvient pas a neutraliser totalement l'effet toxique

du Tébuconazole sur ce paramétre.
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Figure 30 : Moyenne = SEM des activités biochimiques (TP : protéines totales (g/1) ; ALB :
albumine (g/l) ; TB : bilirubine totale (mg/l) ; GLU : Glucose (g/l).) du contrdle et des rats
traités avec Ruta montana (RM), Tébuconazole (TBC) et traitements combinés de tébuconazole

avec Ruta montana apres 50 jours d'essai expérimental.

Concernant I’albumine, présente une réduction significative (p < 0,001) est observée
dans le groupe TBC, indiquant un dysfonctionnement hépatique affectant la synthése protéique.
A P’inverse, les groupes RM1 et RM2 montrent une augmentation significative (p < 0,01) des
niveaux d’albumine par rapport au groupe témoin, suggérant un potentiel effet bénéfique de
Ruta montana sur le métabolisme hépatique. Les groupes combinés (TBC+RM1 et TBC+RM2)
présentent également des niveaux d’albumine supérieurs au groupe TBC seul, ce qui pourrait
refléter un effet protecteur partiel de Ruta montana contre la diminution de la synthése protéique
induite par le Tébuconazole. Les protéines totales et le glucose ne montrent pas de différences
significatives entre les groupes expérimentaux, indiquant que ni le Tébuconazole, ni Ruta
montana, ni leurs combinaisons n’ont un effet notable sur ces parameétres biochimiques

(Tableau 14).
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Tableau 14 : Variation des parametres biochimiques suite au traitement.

Traitement groups

Control TBC RM 1 RM 2 TBC+RM 1 TBC+RM 2
Parametres Moyenne+SEM (ESM)
TC(g/l) 0,4417+0,04862 0,8583+0,02303***  0,4783+0,01487  0,4471+0,03307  0,47+0,02944 0,45+0,02289
HDL (g/l) 0,2929+0,006442  0,7529+0,03974*** (0,3271+0,01248  0,3243+0,01925  0,3386+0,008 0,3257+0,02458
TG(g/l) 1,074+0,1459 2,347+0,1804*** 0,9014+0,06493  1,407+0,2381 1,187+0,1668 1,294+0,1227
TP(g/l) 60,71+1,358 63,14+0,5084 63,29+0,4206 61,14+1,639 64,71+1,322 65+1,543
ALB(g/l) 25,14+0,8289 12,71+0,944*** 25,71+1,686 33,86+2,324** 28,14+0,5533 26,43+1,251
TB (mg/l) 1,257+0,1232 6,757+0,6102*** 1,249+0,01895 1,583+0,07043 6,829+0,5441*** 5 771+0,4219***
GLU(g/) 1,644+0,1783 1,95+0,2044 1,751+0,08735 1,539+0,07343 1,356+0,2024 1,529+0,3098

TC (g/1) :Cholestérol Total, HDL (g/l) : Lipoprotéines de Haute Densité (Bon Cholestérol), TG (g/1) : Triglycérides, TP (g/l) : Protéines Totales, ALB (g/l) : Albumine, TB

(mg/1) : Bilirubine Totale, GLU (g/l) : Glucose.
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Les analyses biochimiques constituent des indicateurs essentiels de dommages organo-
spécifiques. Dans le foie, I’augmentation significative des enzymes plasmatiques telles que
I’ALT, I’AST, la LDH et I’ALP chez les rats traités au TBC traduit une atteinte du parenchyme
hépatique (Awe et al., 2013 ; Rahman et al., 2001 ; Mdhluli, 2003). Ces résultats, en accord
avec Berrouague et al. (2019) et corroborés par les observations de Ku et al. (2021), suggérent
que le TBC altere l’intégrit¢é des membranes cellulaires, induisant une nécrose et une
dégradation des hépatocytes (Arfat et al.,, 2014 ; Slimani et al.,, 2014). L’¢lévation
concomitante du cholestérol et la diminution de 1’albumine viennent compléter ce tableau,
indiquant une dysfonction hépatique potentiellement liée a une altération de la perméabilité
membranaire et a une perturbation du métabolisme lipidique (Berrouague et al., 2019 ;

Chaabane et al., 2017 ; Ben Othméne et al., 2020).

L’administration de I’extrait de Ruta montana semble contrecarrer ces altérations. Grace
a son riche profil en composés phénoliques, dont I’hespéridine, 1’isoquercitrine, la lutéoline et
d’autres, identifiés par LC-MS/MS, RM favorise une restauration partielle voire quasi compléte
des parameétres biochimiques hépatiques (Ali et al., 2023 ; Nasehi et al., 2023). Ces composés
exercent des effets antioxydants en inhibant notamment 1’oxyde nitrique synthase inductible
(iNOS), en augmentant la capacité antioxydante totale (TAC) et en modulant 1’activité
d’enzymes antioxydantes comme la SOD et la catalase (Xiaoting et al., 2010 ; Tabeshpour et
al., 2020). Cette capacité de RM a rétablir la fonction hépatique est en accord avec les études
de Merghem et al. (2013) et de Mahdeb et al. (2023), qui suggerent que ses effets antioxydants

peuvent préserver 1’intégrité cellulaire et limiter les dommages oxydatifs.

Etude anatomopathologique du foie :

Les lames microscopiques des foies de rats ayant recu le composé tébuconazole par
gavage oral a révélé diverses détériorations pathologiques, notamment une congestion
vasculaire, une dilatation des sinus, un infiltrat inflammatoire périportal ou une nécrose portale,
ainsi qu'une hépatite. Nous avons également remarqué que certaines de ces modifications ont
¢té observées dans les foies des rats traités avec Ruta montana et le premier groupe de
combinaison. Cependant, seule la congestion est présente chez les rats traités avec 50 mg/kg de
Ruta montana et le second groupe combiné, qui peuvent présenter une certaine forme de

récupération des hépatocytes normaux et moins d'infiltrat inflammatoire (Figure 31).
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Figure 31 : Microphotographie du tissu Hépatique de (c) rats témoins montrant des tubules
convolutés distaux avec de nombreux parenchymes proximaux normaux et sains ; (D1) rats
traités avec 100 mg/Kg de tébuconazole ; (D2 et D3) rats traités avec 50 mg/Kg et 100 mg/Kg
de Ruta montana ; (D4 et D5) rats traités avec un mélange de 100 mg/Kg de tébuconazole et 50
mg/Kg pour (D4) et 100 mg/Kg ou (D4) de Ruta montana (Grossissement X400). VC :
congestion vasculaire, PII : infiltrat inflammatoire périportal, PN : nécrose portale, II : infiltrat

inflammatoire.
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4.1.4. Effet du traitement sur la fonction rénale :

Effet du traitement sur le poids absolus et poids relative des reins :

Le poids absolu des reins diminue 1égérement dans le groupe TBC (1,914 £ 0,17 g) par
rapport au controle (2,057 + 0,32 g), bien que cette différence ne soit pas significative. Une
tendance similaire est observée dans le groupe RM2 (1,83 + 0,27 g). Le poids relatif des reins
reste globalement stable dans tous les groupes, bien qu’une augmentation significative soit
observée dans le groupe TBC + RM2 (1,06 = 0,09 g, p < 0,05), ce qui pourrait refléter un
mécanisme compensatoire ou une réorganisation métabolique induite par le traitement combiné
(Tableaux 15). Ces observations, cohérentes avec la littérature (Piao et al., 2013 ; Lazic et al.,
2020), indiquent que les variations de la taille des organes, et notamment des reins, sont des
marqueurs fiables de la toxicité et ne dépendent pas nécessairement des fluctuations de la masse

corporelle globale (Takizawa, 1978 ; Craig et al., 2014).

Tableaux 15 : Moyenne des poids relatifs des reins entre les rats témoins et ceux traités avec
Ruta montana (RM), Tébuconazole (TBC) et leurs combinaisons apres 50 jours

d'expérimentation.

Control TBC RM1 RM2 TBC+RM1 TBC+RM2

MOYENNE + SEM

Poids absolu des 2.057+0.32  1.914+0.17  2.01+0.10 1.83+0.27 1.914+0.30  2.088+0.97
reins (g)

Poids relatif des 0.816+£0.05  0.89+0.06 0.86+0.03  0.867+0.05 0.911+0.05 1.06+0.09*
reins (g)

Effet du traitement sur le dosage des paramétres biochimiques rénales :

Les groupes combinés (TBC+RMI1 et TBC+RM2) montrent une augmentation
significative des niveaux d’acide urique, en particulier TBC+RMI, qui affiche des valeurs
beaucoup plus élevées que tous les autres groupes (p < 0,001). Cette élévation pourrait indiquer
une perturbation du métabolisme de 1’acide urique ou une interaction entre le tébuconazole et
Ruta montana affectant I'excrétion rénale. Par ailleurs, I’urémie diminue significativement dans

le groupe RM1 (p < 0,05) (Tableau 16).
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Les résultats obtenus montrent une augmentation significative des d’urée dans le groupe
expos¢ au Tébuconazole (TBC) par rapport au groupe témoin (p < 0,001), indiquant une
altération de la fonction rénale et une possible insuffisance rénale fonctionnelle induite par ce
fongicide. En revanche, les groupes traités avec Ruta montana (RM1 et RM2) présentent des

valeurs similaires a celles du controle, suggérant que cette plante ne provoque pas de toxicité

rénale (Figure 32).

Les groupes combinés (TBC+RMI1 et TBC+RM2) montrent une augmentation
significative des niveaux d’acide urique, en particulier TBC+RM1, qui affiche des valeurs
beaucoup plus élevées que tous les autres groupes (p < 0,001). Cette ¢élévation pourrait indiquer
une perturbation du métabolisme de 1’acide urique ou une interaction entre le tébuconazole et
Ruta montana affectant I'excrétion rénale. Par ailleurs, I’urémie diminue significativement dans
le groupe RMI1 (p < 0,05) (Tableau 16). Les résultats obtenus montrent une augmentation
significative des niveaux de fer sérique et de phosphate dans le groupe exposé au tébuconazole
(TBC) par rapport au groupe témoin (p < 0,05 pour le fer, p < 0,001 pour le phosphate),
indiquant une perturbation du métabolisme minéral et possiblement une altération de la fonction

rénale (Tableau 16).
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Figure 32 : Effets du Tébuconazole (TBC) et de Ruta montana (RM) sur les biomarqueurs de
la fonction rénale (créatinine, urée et acide urique) chez les rats apres 50 jours d’exposition. Les
valeurs sont exprimées en moyennes £SEM ; n=7 pour chaque groupe de traitement. Différence
significative : (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) par rapport au groupe témoin.
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En revanche, les groupes traités avec Ruta montana (RM1 et RM2) affichent des
niveaux de fer et de phosphate comparables a ceux du groupe témoin, suggérant que cette plante
ne provoque pas de déséquilibre minéral. De plus, les groupes combinés (TBC+RMI1 et
TBC+RM2) montrent une réduction significative des niveaux de fer et de phosphate par rapport
au groupe TBC seul, indiquant un effet protecteur potentiel de Ruta montana contre les
altérations du métabolisme du fer et du phosphate induites par le tébuconazole. Aucune
disparité notable n'est constatée entre les groupes en ce qui concerne les concentrations de
calcium et de magnésium, ce qui indique que ni le Tébuconazole, ni la Ruta montana, ni leurs

associations n'ont un impact significatif sur ces parameétres électrolytiques (Figure 33).
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Figure 33 : Effets du tébuconazole (TBC) et de Ruta montana (RM) sur les paramétres
biochimiques minéraux (fer, phosphate, calcium et magnésium) chez les rats aprés 50 jours

d’exposition.

Sur le plan rénal, le TBC induit une hausse progressive des taux de phosphore et de calcium,
pouvant conduire a la précipitation de cristaux (Lehmann et al., 1991), ainsi qu’une élévation
de I’urée, indicateur de dysfonction rénale (Cameron et Greger, 1998 ; Missoun et al., 2018).
Toutefois, notre étude n’a pas relevé d’augmentation des taux sériques de créatinine et d’urée
en lien avec des traumatismes rénaux majeurs, mais plutot une diminution dans le groupe RM1

et dans les groupes recevant la combinaison TBC+RM1, suggérant une possible réduction de
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la synthese de créatinine ou une amélioration de son ¢limination (Tepel et al., 2000 ; Hoffmann

et al., 2004 ; Doi et al., 2009).

Tableau 16 : Moyenne des marqueurs biochimiques plasmatiques des riens du controle et des
rats traités avec Ruta montana (RM), Tébuconazole (TBC) et traitement combiné de

Tébuconazole et Ruta montana apres 50 jours d'essai expérimental.

Control TBC RM 1 RM 2 TBC+RM'1  TBC+RM
2
MOYENNE + SEM
Cr(mg/l)  6.579:0.1864  5803+0,1848 6,759:0,2401 5,533+0,3344*  5,533+0,2625 6,9360,1431

U(g/l) 0,4429+0,01107  0,4743+0,03287*  0,2643+0,03023*** 0,42+0,032 0,3043+0,01494**  0,4057+0,02943

UA (g/l) 2643404809 30,714,804 27,433,981 29+2,992 930,3086*** 44+10,96

Fe(mg/l)  2.047+0.136 2,354+0,1122 1,466+0,2089  1,766+0,08947  1,376+0,0925%  1,463+0,1729
Ca™ (mg/l) 1024+2,181  1053+2,661 103,9 £ 1,01 94+2,127 106,1 + 3,542 1054 + 1,131
Phos (mg/l)  1383+10,65 2171+2038%* 11043206 116,1 +6,78 119.4 +4,145 120,7 + 6,718
Mg (mg/l)  3829+3.16  47,14+04041 48 + 6,786 44,14£0,4592  38,71+04738  47,43+0,5714

En parallele, la combinaison TBC+RM a également entrainé une baisse des taux
sériques de fer et une hausse notable de I’acide urique, indiquant que I’effet protecteur de RM,
particulierement a la dose de 100 mg/kg (RM2), permet de normaliser certains parametres
rénaux altérés par le TBC (Ran et al., 2017). Ce rétablissement partiel de la fonction rénale,
soutenu par des mécanismes antioxydants et anti-inflammatoires, est en accord avec les travaux
antérieurs qui ont montré que divers extraits de plantes pouvaient améliorer le
dysfonctionnement rénal en réduisant I’inflammation et les dommages fibrotiques (Khan et al.,

2022 ; Andrés et al., 2024).
Etude histologique des reins :

Le groupe exposé au tébuconazole a montré des signes significatifs de pathologie rénale,
incluant une congestion vasculaire, une dilatation et des 1ésions primaires observées dans les
tubules rénaux et le tissu interstitiel. Ces résultats suggerent une altération de la
microcirculation et une diminution de la fonction rénale, conduisant au développement d'une

néphrite interstitielle accompagnée d'un infiltrat inflammatoire. En contraste, 1'association du

76



54@0/3&@ L1 Zisuttats et discassion

tébuconazole et du Ruta montana a entrainé une amélioration significative des tissus, alors que
les groupes traités uniquement au Ruta montana n'ont manifesté aucun changement

histopathologique au niveau des tissus rénaux (Figure 34).

Figure 34 : Microphotographie du tissu rénal de (c) rats témoins montrant des tubules
convolutés distaux avec de nombreux parenchymes proximaux normaux et sains ; (D1) rats
traités avec 100 mg/Kg de tébuconazole ; (D2 et D3) rats traités avec 50 mg/Kg et 100 mg/Kg
de Ruta montana ; (D4 et D5) rats traités avec un mélange de 100 mg/Kg de tébuconazole et 50
mg/Kg pour (D4) et 100 mg/Kg ou (D4) de Ruta montana (Grossissement X400). CV :

congestion des vaisseaux, IL : infiltration lymphocytaire, RG : glomérule rénal.
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4.1.5. Effet du traitement sur I'activité Reproductrice :
Effet du traitement sur le poids des testicules :

Le poids absolu des testicules diminue de manicre drastique dans le groupe TBC (4,05
+ 0,22 g) par rapport au groupe controle (5,93 + 0,14 g), avec une différence hautement
significative (p < 0,001). Les groupes RM1 et RM2 présentent des poids absolus des testicules
supérieurs au groupe TBC, bien qu'inférieurs au groupe controle, ce qui pourrait suggérer un
effet atténuateur partiel de Ruta montana. Le groupe TBC + RM1 (5,43 + 0,27 g) montre une
amélioration significative par rapport au groupe TBC, tandis que le groupe TBC + RM2 (5,26
+ 0,30 g) présente une récupération légérement moindre. Le poids relatif des testicules suit la
méme tendance, avec une diminution notable dans le groupe TBC (1,86 = 0,095 g) et une
amélioration dans les groupes combinés, notamment TBC + RM1 (2,59 + 0,16 g) (Tableaux
17).

Tableaux 17 : Moyenne des poids relatifs des testicules entre les rats témoins et ceux traités
avec Ruta montana (RM), Tébuconazole (TBC) et leurs combinaisons apreés 50 jours

d'expérimentation.

*

Control TBC RM1 RM?2 TBC+RM1  TBC+RM2

MOYENNE + L'erreur standard de 1a moyenne (ESM) ou SEM

Poids absolu des 5930,14  4,05+0,22 ***  4,93+0,17 5,04+0,31 5,43+0,27 5,26+0,30
testicules (Q)

Poids relatif des 2,35+0,14 1,860,095 2,13+0,11 2,40+0,18 2,59+0,16 2,34+0,15
testicules ()

Nos résultats corroborant les travaux de Ben Saad et al. (2020) et les observations faites
dans le cadre de I'utilisation de stéroides anabolisants et androgénes (Mohd Mutalip et al.,
2013). Cette réduction, considérée comme I’indicateur le plus sensible de I’atteinte des organes
reproducteurs, suggere que le TBC exerce des effets préjudiciables sur le systéme reproducteur,
méme si certains travaux (Chen et al., 2019) n’avaient pas systématiquement mis en évidence

une modification de la masse testiculaire.
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Effet du traitement sur le spermogramme :

Les résultats relatifs a la vitalité¢ et a la mortalité des spermatozoides dans les divers
groupes expérimentaux sont exposeés dans le tableau et les graphiques correspondants. L'analyse
des données révele une réduction significative (p < 0,001) de la vitalité spermatique dans le
groupe soumis au tébuconazole (TBC), affichant une moyenne de 57,8 + 4,43 %, en
comparaison avec le groupe témoin qui présente une vitalit¢ élevée (94,9 £ 1,59 %). En
revanche, les groupes traités exclusivement avec les extraits végétaux RM1 et RM2 présentent
des vitalités similaires a celles du groupe témoin, avec des valeurs de 94,2 + 2,75 % et 97,2 +
2,33 %, respectivement. En revanche, 'administration conjointe du TBC avec les extraits RM1
et RM2 (groupes TBC+RM1 et TBC+RM2) induit une amélioration partielle de la vitalité
spermatique (85,2 + 6,21 % et 88,8 + 6,92 % respectivement) par rapport au groupe traité
uniquement avec le TBC (Tableau 18).

Tableau 18 : Variation de la vitalité et la mortalité¢ des spermatozoides chez les rats (Rattus

norvegicus).

Moyenne Control TBC RM1 RM2 TBC+RM1 TBC+RM2

Vitalité des
spermatozoides (%) 94,9+1,59 57,8+4,43*** 09424275 9724233 85,2+6,21 88,8+6,92

Mortalité des
spermatozoides (%) 5,07£1,6  46,7+1,11***  58+275 4,8+4,32 14,8+6,21 11,2+6,92

Concernant la mortalité spermatique, une augmentation significative (p < 0,001) est
observée dans le groupe TBC seul, atteignant 46,7 = 1,11 % contre seulement 5,07 = 1,6 %
pour le groupe contrdle. Les extraits RM1 (5,8 + 2,75 %) et RM2 (4,8 + 4,32 %) seuls ne
montrent pas de différences significatives par rapport au contrdle. Toutefois, la combinaison du
TBC avec RM1 et RM2 réduit notablement la mortalité induite par le TBC (14,8 + 6,21 % et
11,2 + 6,92 % respectivement), indiquant clairement un effet modérateur potentiel de ces
extraits vis-a-vis de la toxicité du tébuconazole sur la fonction spermatique (Figure 35). Le
tébuconazole présente a des effets néfastes sur la vitalité et la mortalité des spermatozoides,

ainsi que sur la fonction reproductive en général. Nos résultats concordent avec Ben saad et al.
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(2020) qui on trouvez une similaire dans la vitalité et mortalité des spermatozoide. une autre
¢tude sur les spermatozoides bovins, le tébuconazole montré une spermiotoxicité significative
a des concentrations plus élevées (1-100 uM) (Kabakei et al., 2021). D'autres pesticides, tels
que le malathion et le diazinon, réduisent considérablement le nombre, la viabilité¢ des

spermatozoides et augmentent les anomalies des spermatozoides (Betancourt et al., 2006).
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Figure 35 : Variation de la vitalité et de la mortalit¢ des spermatozoides en réponse au

traitement par le tébuconazole (TBC) et aux extraits végétaux (RM1 et RM2).

Cette observation peut s'expliquer par le fait que I'action du fongicide triazole perturbe
la régulation normale du cycle cellulaire des cellules trophoblastiques humaines, entrainant une
diminution de leur viabilité en altérant divers mécanismes cellulaires tels que les systémes de
protéases, les facteurs angiogéniques, les hormones, les cytokines et les facteurs de croissance
(Zhou et al., 2016). Nous avons aussi remarque une amelioration de la vitalité chez les rats
traité par la plante Ruta montana suggérant un effet modérateur cela concorde avec d'autre
plante comme lonidium suffruticosum qui a montré des effets positifs sur la fertilité masculine,
augmentant le poids testiculaire, la spermatogencse, le nombre de spermatozoides, et
améliorant la vitalité des spermatozoides chez les rats sub-fertiles (Chenniappan et Murugan,
2017).

Les polyphénols présents dans certaines plantes, comme le quercétine et le resvératrol,
améliorent I'efficacité de la respiration mitochondriale des spermatozoides. Cela se traduit par

une meilleure production d'énergie, essentielle pour la motilité et la vitalité des spermatozoides
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(Ferramosca et al., 2021). La richesse en composé€s antioxydants qui contribuent a atténuer le
stress oxydatif, un facteur clé¢ de l'infertilit¢ masculine. Ces antioxydants agissent en
neutralisant les especes réactives de 1'oxygene (ROS), protégeant ainsi les spermatozoides des

lésions oxydatives, tout en améliorant leur motilité et leur vitalité¢ (Ferramosca et al., 2021).

Variation des taux des hormone :

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative des niveaux de FSH
(hormone folliculo-stimulante), LH (hormone lutéinisante) et testostérone dans le groupe
expos¢ au Tebuconazole (TBC) par rapport au groupe témoin (p < 0,001), suggérant une
altération du systéme endocrinien et une stimulation excessive de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique. Cette ¢lévation pourrait étre due a une rétroaction compensatoire induite

par une perturbation hormonale liée au tébuconazole (Tableau 19).

En revanche, les groupes traités avec Ruta montana (RMI1 et RM2) présentent des
niveaux significativement réduits de FSH, LH et testostérone par rapport au groupe TBC (p <
0,01), indiquant un effet modulateur de Ruta montana sur I’axe hormonal. De plus, les groupes
combinés (TBC+RM1 et TBC+RM2) montrent une réduction notable des niveaux hormonaux
par rapport au groupe TBC seul, avec des valeurs proches de celles du groupe témoin, suggérant
que Ruta montana pourrait atténuer les perturbations endocriniennes induites par le

tébuconazole (Figure 36).
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Figure 36 : Effets du Tébuconazole (TBC) et de Ruta montana (RM) sur les niveaux
hormonaux (FSH, LH et testostérone) chez les rats apres 50 jours d’exposition. Les valeurs sont

exprimées en moyennes +SEM ; n=7 pour chaque groupe de traitement.
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Sur le plan endocrinien, le TBC induit une hyperactivation de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique (HPG) caractérisée par des €lévations significatives de la FSH, de la LH
et de la testostérone (Yang et al., 2018 ; Yang et al., 2019 ; Chen et al., 2019 ; Gandhari et
al., 2023). Cela correspond a 1'étude des mammiferes L'exposition au tébuconazole affecte le
développement des cellules de Leydig du feetus, augmentant les niveaux de testostérone (Ma

et al. 2020).

Tableau 19 : Effets du Tébuconazole (TBC) et de Ruta montana (RM) sur les niveaux

hormonaux (FSH, LH et Testostérone) chez les rats apres 50 jours d’exposition.

Control TBC RM1 RM2 TBC+RM1 TBC+RM 2
FSH
(MUUmL) 0113600017  015:00030"** 00073£0,002*** 00988£0,002641** 0,1240,0022% 0,116+0,0028
LH

(mUL/mL) 0,116+0,001  0,155+0,0018*** 0,105+0,003**  0,103+0,001782** 0,118+0,0025 0,121+0,002

Testostérone

*k*k * *
(mUI/mL) 0,118+0,003 0,175+0,0071 0,10+0,0036 0,101+0,004 0,123+0,002 0,116+0,003

L’inhibition de I’aromatase par le TBC perturbe la rétroaction négative des estrogenes,
entrainant une sécrétion accrue de GnRH et, par conséquent, des gonadotropines, ainsi qu’une
accumulation de testostérone, phénomene également observé avec d’autres perturbateurs
endocriniens (Desaulniers et al., 1999). A I’inverse, ’administration de RM (RM1 et RM2)
réduit significativement ces hormones, indiquant une restauration partielle de 1’équilibre
hormonal. Cela peut s’explique par la présence de L’hespéridine peut agir sur l'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique en modulant la libération de GnRH (gonadotropin-
releasing hormone) par I'hypothalamus. Une diminution de la GnRH entraine une réduction de
la sécrétion de FSH et de LH par I'hypophyse, ce qui diminue indirectement la production de
testostérone par les gonades (Parhiz et al., 2015). Les flavonoides et autres constituants
bioactifs de Ruta montana pourraient favoriser aussi I’activité de I’aromatase, rétablissant ainsi
la synthése d’estrogenes et la rétroaction négative sur la sécrétion de GnRH (Haghmorad et
al., 2019 ; Benkhaira et al., 2022). De plus, la co-administration TBC+RM ramene les niveaux

hormonaux a des valeurs proches du controle, démontrant I’effet antagoniste de RM,
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comparable aux effets observés avec d’autres extraits végétaux tels que ceux de Mucuna

pruriens ou d’Eucalyptus globulus (Widjaja et al., 2023).

Cela peut étre liée a L’hespéridine est un puissant antioxydant qui neutralise les espéces
réactives de I'oxygene (ROS). Ces ROS, souvent générées par des toxines environnementales
comme le tébuconazole, peuvent perturber les fonctions hormonales en endommageant
les cellules des glandes endocrines. En réduisant le stress oxydatif, I’hespéridine protege les
organes producteurs dhormones comme les testicules et aide a maintenir une production
hormonale normale (Li & Schluesener, 2017). L’hespéridine influence l'activité d'enzymes
clés impliquées dans la syntheése et la dégradation des hormones stéroidiennes, comme
'aromatase ou la Sa-réductase. En régulant ces enzymes, elle aide a prévenir les déséquilibres

hormonaux tels que I'excés ou le déficit d'androgénes (Parhiz et al., 2015).

Histologie des Testicules :

L’examen histologique montre que le tébuconazole induit des altérations testiculaires
séveres, incluant une désorganisation des tubules séminifeéres, une diminution des cellules
germinales, une hypertrophie des cellules de Leydig et des signes d’inflammation et de nécrose,
traduisant une toxicit¢é marquée. En revanche, Ruta montana seule ne provoque aucune
altération et maintient une spermatogenese normale. Lorsqu’elle est administrée avec le
tébuconazole, une restauration partielle a quasi compléte de I’architecture testiculaire est
observée, accompagnée d’une amélioration de la spermatogenése et d’une réduction des 1ésions
inflammatoires. Ces résultats suggerent que Ruta montana exerce un effet protecteur contre la
toxicité testiculaire du tébuconazole, contribuant a préserver la fonction testiculaire et

I’équilibre hormonal (Figure 37).
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Figure 37 : Microphotographie du tissu Testiculaire (c) Rats témoins ; (D1) Rats traités avec
100 mg/Kg de tébuconazole ; (D2 et D3) Rats traités avec 50 mg/Kg et 100 mg/Kg de Ruta
montana ; (D4 et D5) rats traités avec un mélange de 100 mg/Kg de tébuconazole et 50 mg/Kg
pour (D4) et 100 mg/Kg ou (D4) de Ruta montana (Grossissement X400). TS : Tube
séminiferes, TCI : tissu conjonctif inter tubulaire, LT : lumiére d’un tube, GL : glande Leydig,

DCG : Désorganisation de la couche germinale au sein des tubules séminiféres, HDCL : Hyperplasie

ou hypertrophie des cellules de Leydig.
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4.2 Modélisation in silico des propriétés physicochimiques et du Tébuconazole :
4.2.1. Propriétés physicochimiques et lipophilie du Tébuconazole :

Sur le plan physicochimique, le tébuconazole affiche une masse moléculaire de 307,82
g/mol et un nombre élevé d’atomes lourds (21), dont 11 aromatiques, contribuant a sa rigidité
structurale et a sa réactivité. La fraction Csp3 de 0,50 équilibre flexibilité et stabilité
conformationnelle, tandis que ses six liaisons rotatives facilitent des interactions adaptatives
avec des cibles biologiques. La présence de trois accepteurs et d’un donneur de liaisons
hydrogene influence sa solubilité aqueuse modérée, cohérente avec son classement «
modérément soluble » dans les modéles ESOL, Ali et Silicos-IT. Sa réfractivité molaire (85,37)
et sa surface polaire (TPSA = 50,94 A2?) indiquent une polarité modérée, compatible avec une
perméabilité membranaire. Le Consensus Log P de 3,23 confirme une lipophilie modérée,
favorisant potentiellement son accumulation dans les tissus lipidiques, un facteur aggravant sa
toxicité chronique. Ces propriétés, combinées a son inhibition des CYP, sous-tendent les

mécanismes plausibles de sa toxicité hépatique et systémique (Tableau 20).

4.2.2. Médicamentabilité, biodisponibilité et pharmacocinétique du Tébuconazole :

Le tebuconazole présente un profil de médicamentabilité conforme aux criteres de la
Regle de Lipinski (absence de violations), suggérant une biodisponibilité orale potentiellement
optimisée. Son score de biodisponibilité de 0,55 reflete une absorption systémique modérée,
corroborée par une absorption gastro-intestinale élevée. La perméabilité a la barriere hémato-
encéphalique (BHE/BBB) est avérée, ce qui pourrait expliquer partiellement sa neurotoxicité
rapportée. Bien qu’il ne soit pas un substrat de la glycoprotéine P (P-gp), sa capacité a inhiber
les isoformes CYP1A2, CYP2C19 et CYP2D6 souléve un risque significatif d’interactions
médicamenteuses, tandis que 1’absence d’inhibition des CYP2C9 et CYP3A4 limite certains
effets indesirables métaboliques. La permeabilité cutanée, évaluée par un log Kp de -5,55 cm/s,
reste faible, réduisant le risque d’exposition transdermique. Enfin, son accessibilité synthétique
(2,81) indique une faisabilité de production, malgré les défis toxicologiques associés a sa

structure (Tableau 21).
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Tableau 20 : Propriétés physicochimiques et lipophilie.

Tableau 21 : Médicamentabilité, biodisponibilité et pharmacocinétique.
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Propriété Valeur Unité
Masse moléculaire 307.82 g/mol
Nombre d'atomes lourds 21 -
Atomes lourds aromatiques 11 -
Fraction Csp? 0.50 -
Liaisons rotatives 6 -
Accepteurs de liaisons H 3 -
Donneurs de liaisons H 1 -
Réfractivité molaire 85.37 -
TPSA 50.94 Az
Consensus Log Log Po/w 3.23 -

Propriété Valeur
Régle de Lipinski Oui
Score de biodisponibilité 0.55
Absorption gastro-intestinale Haute
Perméabilité BHE (BBB) Oui
Substrat P-gp Non
Inhibiteur CYP1A2 Oui
Inhibiteur CYP2C19 Oui
Inhibiteur CYP2C9 Non
Inhibiteur CYP2D6 Oui
Inhibiteur CYP3A4 Non
Log Kp (cm/s) -5.55
Accessibilité synthétique 2.81
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4.2.3. Test de Bioavailability Radar et BOILED-Egg du Tébuconazole

Le fongicide tébuconazole présente un profil pharmacocinétique et physicochimique
marqué par une lipophilicit¢ modérée (WLOGP), une perméabilité a la barriere hémato-
encéphalique (BHE) et une absorption intestinale humaine (HIA) efficace, sans interaction
significative avec la P-glycoprotéine (PGP—) (Figure 38a). Son analyse structurale révele une
flexibilit¢ moléculaire (FLEX), une taille modérée (SIZE), un degré d’insaturation limité
(INSATU) et une polarité intermédiaire (POLAR), caractéristiques compatibles avec une

biodisponibilité optimisée (Figure 38b).
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Figure 38 : Prédiction des propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et d'absorption du
Tébuconazole : (a) Graphique de perméabilit¢ membranaire (BBB, HIA, PGP) selon WLOGP
et TPSA ; (b) Profil radar illustrant les paramétres ADMET. Prévision des propriétés

Toxicocinétiques du Tébuconazole.

Les propriétés pharmacocinétiques du tébuconazole révelent plusieurs aspects
importants qui influencent son efficacité thérapeutique et son profil toxicologique. En termes
de métabolisme hépatique, le tébuconazole est principalement métabolisé par les isoformes du
cytochrome P450, notamment CYP3A4 et CYP2C9. Cette métabolisation permet une
¢limination efficace du composé et réduit le risque d’accumulation dans 1’organisme, ce qui est
un facteur crucial pour limiter les effets toxiques potentiels, en particulier lors d’expositions
prolongées (Habenschus et al., 2019). De plus, les études sur l'extraction hépatique montrent
que le tébuconazole présente un effet de premier passage hépatique négligeable, avec des taux

d’extraction relativement faibles (2,7-25 %), ce qui signifie que la majorité du composé atteint
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la circulation systémique apres administration orale, facilitant ainsi son efficacité thérapeutique

tout en réduisant les risques de métabolisme initial excessif (Habenschus et al., 2019).

Sur le plan des propriétés physicochimiques, le tébuconazole présente une
lipophilicit¢é modérée, favorisant une absorption intestinale efficace, similaire a d’autres
fongicides triazolés. Cependant, cette lipophilicité modérée limite sa capacité a traverser la
barriere hémato-encéphalique (BHE), ce qui réduit son potentiel de toxicité neurologique, en
comparaison avec des composes plus lipophiles qui sont plus susceptibles de pénétrer dans le
cerveau (Habenschus et al., 2019 ; Leite et al., 2024). Cette caractéristique confere au
tébuconazole un avantage en termes de sécurité neurologique par rapport a d'autres fongicides

dont la perméabilité a la BHE est plus élevée.

La comparaison avec d'autres fongicides triazolés révele des profils
pharmacocinétiques similaires, notamment en ce qui concerne la lipophilicit¢é modérée, la
bonne absorption intestinale, et la métabolisation par le cytochrome P450. Toutefois, des
différences notables existent dans la diversité des voies métaboliques et la rapidité de
dissipation des fongicides, ce qui peut influencer la biodisponibilité et le risque d'accumulation
du composé dans le corps. En particulier, des fongicides ayant une métabolisation plus limitée
présentent un risque plus élevé d'accumulation, contrairement au tébuconazole qui bénéficie de

multiples voies métaboliques réduisant ce risque (Cui et al., 2018).
4.2.4. Prévision des propriétés Toxicocinétiques du tébuconazole :

Le tébuconazole présente un profil toxicologique caractéris€ par une absence de
mutagénicité (test AMES négatif). Cependant, il montre une hépatotoxicité marquée (résultat
positif), nécessitant une vigilance accrue quant a ses effets hépatiques lors d’expositions
prolongées. La dose maximale tolérée chez I’humain est estimée a 0,598 log mg/kg/jour, tandis
que la toxicité aigué€ chez le rat (LDso = 2,332 mol/kg) et la toxicité chronique (LOAEL=1,516
log mg/kg/jour) indiquent un seuil de toxicité modéré. Aucun risque de sensibilisation cutanée

n’est détecté (Tableau 22).
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Tableau 22 : Caractéristiques Toxicologiques et Prédictions de Valeurs du Modéle Chimique

tébuconazole.
Propriété Valeur Prédite Unité
Toxicite AMES Non Categorielle (Oui/Non)
Dose maximale tolérée (humain) 0,598 mla?;zr/}gﬂ?)(log
Toxicité aigué orale rat (LDso) 2,332 Numérique (mol/kg)
Toxicité chronique orale rat 1516 Numérique (log mg/kg,
(LOAEL) ’ pc/jour)
Hépatotoxicité Oui Categorielle (Oui/Non)
Sensibilisation cutanée Non Catégorielle (Oui/Non)

Le tébuconazole, fongicide triazole largement utilisé, présente une toxicité¢ aigué
modérée pour les organismes aquatiques, avec des valeurs de CLso variant de 1,1 a 4,8 mg/L
chez les poissons apres 96 heures d’exposition, supérieures a celles de la bifenthrine (0,013—
0,41 mg/L) (Wang et al., 2021 ; Tofan et al., 2023). Cette variabilité interspécifique souligne
I’importance des facteurs biologiques dans 1’évaluation des risques. Daphnia magna montre
une sensibilité¢ accrue (CEso = 2,37 mg/L), tandis que les crustacés benthiques présentent une

toxicité notable par voie alimentaire (CLso = 200 mg/kg) (Tofan et al., 2023 ; Gu et al., 2023).

En contexte chronique, le tébuconazole s’accumule préférentiellement dans le foie,
induisant des lésions histopathologiques (hypertrophie, stéatose), un stress oxydatif et des
perturbations des enzymes métaboliques, caractéristiques des triazoles mais exacerbées par son
action sur la peroxydation lipidique et I’apoptose (Ku ef al., 2021 ; Leite et al., 2024). Ces
effets hépatotoxiques s’accompagnent de dysfonctionnements immunitaires, neurologiques et
endocriniens, bien que leur intensité varie selon les analogues structuraux (Li ef al., 2022 ;
Freitas et al., 2021). Des modeles toxicocinétiques révelent une sous-estimation des
concentrations hépatiques, nécessitant une réévaluation des risques lors d’expositions

prolongées (Jonsdottir ez al., 2016).

Au-dela du foie, le tébuconazole altere la fonction cognitive via la perturbation de 1’axe
intestin-cerveau et du microbiote intestinal (Ku et al., 2023), et compromet le métabolisme
cardiaque en réduisant la production d’ ATP et I’utilisation des substrats énergétiques (Ku et al.,

2022). Bien que les procédés industriels (ex. malterie, cuisson) réduisent significativement sa
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présence dans les denrées alimentaires (Hrynko et al., 2023), une vigilance accrue est requise

pour les expositions chroniques a faible dose, ou les seuils de risque aigu ne s’appliquent pas.

Les composés phytochimiques de Ruta montana, comprenant des acides phénoliques
(protocatéchique, p-coumarique) et des flavonoides (lutéoline, hétérosides), réduisent la
toxicité du tébuconazole par des mécanismes synergiques : (1) Leur activité antioxydante
neutralise le stress oxydatif causé¢ par le fongicide, protégeant ainsi les hépatocytes et les
neurones des dommages lipidiques et de 'ADN ; Ils modulent les enzymes de détoxification
(induction des glutathion S-transférases) tout en inhibant de maniére compétitive les isoformes
CYP450 (CYP1A2, CYP2D6), diminuant la formation de métabolites réactifs hépatotoxiques
; Les hétérosides (hespéridine, isoquercitrine), substrats de la P-glycoprotéine, facilitent I'efflux
du tébuconazole, limitant son accumulation systémique ; Les composés a faible polarité
(hydroxybenzaldéhyde, vanilline) stabilisent la barriere hémato-encéphalique en inhibant
l'inflammation, réduisant ainsi sa perméabilité neurotoxique. Ces interactions, associées a la
compétition pour les liaisons hydrophobes (diminution du Log P effectif), réajustent le
métabolisme hépatique et favorisent l'excrétion rénale, constituant une approche

phytoremédiatrice multifactorielle.
4.3. Effet anti-inflammatoire de ’extrait de Ruta montana :

Dans le cadre de notre étude, l'objectif était ¢galement d'analyser l'effet anti-
inflammatoire de I'extrait hydro-éthanolique de la plante Ruta montana, tout en cherchant a
corroborer les propriétés thérapeutiques déja établies de cette plante en médecine traditionnelle,
en particulier en ce qui concerne son administration par voie orale. Pour évaluer cette activité,
un mode¢le d'inflammation aigu€ a ét¢ induit in vivo chez des rats. Ces modeles incluaient
spécifiquement I'induction d'un cedéme auriculaire a l'aide de xyléne. Le potentiel analgésique
du Ruta montana a été¢ examiné en détail a I'aide d'une méthode expérimentale appelée test de
I'immersion de la queue. Cette méthode implique l'immersion de la queue d'un animal de
laboratoire dans une solution afin d'évaluer I'effet analgésique du de Ruta montana. L'évaluation
de l'effet anti-inflammatoire de Ruta montana a été réalisée en mesurant 1'épaisseur de I'oreille

a différents temps apres 'induction d'un cedéme par le xyléne.
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4.3.1. Effet de Ruta montana sur I’cedéme de I’oreille induit par le xyléne :

Les manifestations typiques de l'inflammation aigué€ induite par le xyléne comprennent
I'érytheme, la chaleur, 1'cedeme et la douleur (Scheen, 2022). Par conséquent, la quantification
de I'oedéme s'avere étre un moyen efficace d'évaluer 'inflammation cutanée provoquée par le
xyléne. La mesure de I'épaisseur de l'oreille de chaque rat est effectuée a I'aide d'un micrometre
numérique. Avant toute intervention, il convient de noter que 1'épaisseur de l'oreille est
d'environ 0,4 mm, ce qui est établi comme le parametre de contrdle positif pour cette étude.
L'application du xyléne provoque une inflammation marquée, atteignant son maximum apres
90 minutes, avec une épaisseur de 0,68 = 0,0583 mm. L'cedéme commence ensuite a diminuer

progressivement, atteignant 0,50 + 0,0316 mm apres 2 heures.

0,80/ 9 —&— Controle +
0.70 1 ~®— Ruta monana

—&— Aspirine

Epaisseur d'oreille (mm)

Temps (h)

Figure 39 : Evolution de I'épaisseur de l'oreille suite a I'eedéme induit par le xyléne aprés
administration orale de la solution de Ruta montana en fonction du temps. Les résultats sont

présentés en moyenne + SEM pour n=7.

Les rats ayant recu un traitement oral avec Ruta montana a une dose de 100 mg/kg ont
présenté une réduction significative de ’cedéme de 'oreille. En effet, aprés 60 minutes,
I’épaisseur atteint 0,56 £ 0,0245 mm, mais elle diminue ensuite de maniere marquée a 90
minutes (Figure 39), atteignant 0,42 + 0,0374 mm, soit une réduction de 38,23% (p < 0,05).
Apres 2 heures, I’effet anti-inflammatoire de Ruta montana continue, avec une épaisseur de
0,38 + 0,02 mm, correspondant a une inhibition de 24%. Les rats traités avec 1’aspirine

présentent une réduction plus rapide et plus marquée de I’inflammation. Apreés 1 heure,
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I'épaisseur atteint 0,50 mm, soit une diminution précoce par rapport au contrdle. A 2 heures,
l'effet est plus net (0,42 mm), et apres 3 heures, 1'épaisseur descend a 0,30 mm, soit une

réduction significative (p < 0,01).
4.3.2. Evaluation de D’activité analgésique de de I’extrait Ruta montana :

Une évaluation de l'effet analgésique de Ruta montana a été effectuée a l'aide d'un test
d'immersion de la queue. Ce test est basé sur la réponse réflexe de retrait de la queue face a un
stimulus thermique nociceptif. Plonger la queue du rat dans de l'eau chaude provoque une
réaction soudaine de retrait, pour laquelle le temps de latence est enregistré individuellement
pour chaque animal. Un accroissement notable du délai de réaction témoigne de I'effet

analgésique de la substance en question.
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Figure 40 : Effet analgésique de Ruta montana par administration orale suite au test de
I’immersion de queue. Les résultats sont présentés en moyenne + SEM pour n = 7. (**) Si

p<0,01, (*) si p<0.05 par rapport au control (+) (test de student).

Lors de I’'immersion de la queue des rats t¢émoins (Contrdle), le temps de réaction initial
¢tait relativement court, environ 2,33 secondes (Figure 40). Les rats traités avec I’extrait de
Ruta montana a une dose de 100 mg/kg ont montré une augmentation progressive du temps de
latence, indiquant un effet analgésique. Apres 60 minutes, cet effet atteint son maximum avec
un temps de réaction de 4,0 secondes, soit une augmentation significative par rapport au

contrdle (p <0,05). Apres 90 minutes, ’effet diminue 1égerement, mais reste toujours supérieur
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au groupe contrdle avec une latence de 3,2 secondes, indiquant une atténuation progressive de

I’effet analgésique.

Les rats traités avec I’aspirine montrent un effet analgésique plus rapide et plus marqué
(Figure 31). D¢és 30 minutes, le temps de réaction atteint 5,5 secondes, soit une augmentation
trés significative (p < 0,01) par rapport au controle et au groupe Ruta montana. Cet effet
diminue progressivement apres 60 minutes, mais reste supérieur aux autres groupes, avec un
temps de latence d’environ 4,2 secondes. Apres 90 minutes, 1’effet de I’aspirine continue a
diminuer, atteignant une latence similaire au groupe Ruta montana (3,3 secondes), indiquant

une atténuation progressive de son action analgésique.

L'effet anti-inflammatoire de Ruta montana observé dans cette étude, mesuré par la
réduction de 1'cedéme auriculaire induit par le xyléne, est en accord avec des travaux antérieurs.
Par exemple, Bousselsela et al. (2022) ont étudié les effets anti-inflammatoires de Marrubium
vulgare L. et Marrubium deserti, deux especes médicinales de la région algérienne. Ces plantes
ont montré une réduction significative de 1'cedéme, attribuée a leurs composés bioactifs, en
particulier les flavonoides et les phénols, qui partagent des structures similaires a celles
présentes dans Ruta montana. De maniere similaire, notre étude a observé une diminution
significative de 1'épaisseur de l'oreille des rats traités avec l'extrait de Ruta montana (100
mg/kg), soutenant I'idée que les composés phénoliques et flavonoides de cette plante pourraient

jouer un réle clé dans son activité anti-inflammatoire (Bousselsela et al., 2022).

L'effet anti-inflammatoire de Ruta montana a aussi été corroboré par les résultats de
Atta et Alkofahi. (1998), qui ont démontré les effets anti-inflammatoires d'autres plantes
médicinales jordaniennes. Ces études confirment que Ruta montana pourrait partager des
mécanismes d'action communs avec d'autres especes veégétales utilisées dans les pratiques

traditionnelles pour le traitement des inflammations.

L'effet analgésique de Ruta montana observé dans cette étude est également soutenu par
des résultats antérieurs. En effet, 'augmentation significative du temps de latence dans le test
d'immersion de la queue, est comparable aux travaux de Tidou et al. (2024), qui ont démontré
un effet analgésique similaire avec les extraits hydroéthanoliques de Nephrolepis bisserata et
Clerodendrum splendens. Dans ces études, les extraits végétaux ont modifié la réponse
nociceptive chez la souris, probablement en modifiant l'interaction avec les récepteurs opioides
ou en réduisant le stress oxydatif (Tidou et al., 2024). Les résultats de cette étude suggerent

que les effets anti-inflammatoires et analgésiques de Ruta montana pourraient €tre attribués a
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plusieurs mécanismes biologiques. Premierement, les flavonoides et alcaloides présents dans
cette plante pourraient inhiber la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que les
prostaglandines et réduire le stress oxydatif (Scheen, 2022). Les flavonoides, en particulier,
sont bien connus pour leurs propriétés antioxydantes et peuvent neutraliser les radicaux libres
produits lors des processus inflammatoires. De plus, I'effet anti-inflammatoire de Ruta montana
pourrait étre médié par l'inhibition des enzymes telles que la cyclooxygénase-2 (COX-2), qui

est responsable de la production des prostaglandines inflammatoires (Bousselsela et al., 2022).

Concernant 1'effet analgésique, il est plausible que Ruta montana exerce son action en
modulant les récepteurs opioides endogenes, comme I'ont suggéré les travaux de Tidou et al.
(2024) pour d'autres extraits végétaux. Ce mécanisme pourrait étre renforcé par 'inhibition des
canaux ioniques impliqués dans la transmission nociceptive, réduisant ainsi la perception de la
douleur. Les résultats obtenus pour Ruta montana s'inscrivent dans un cadre plus large de
recherche sur les plantes médicinales aux effets anti-inflammatoires et analgésiques. Des études
antérieures sur des especes comme Marrubium vulgare L. et Nephrolepis bisserata ont
démontré des effets similaires dans des tests expérimentaux sur l'inflammation et la douleur.
Par exemple, Marrubium vulgare a montré une réduction de I'eedéme auriculaire induit par le
xyléne (Bousselsela et al., 2022), et Nephrolepis bisserata a induit une prolongation du temps
de latence dans des tests thermiques (Tidou et al., 2024). Ces similitudes suggerent que les
composés bioactifs présents dans ces plantes partagent des cibles moléculaires communes et
des mécanismes d'action similaires comme la Rutine qui est un flavonoide bien documenté pour
son activité anti-inflammatoire. Elle agit en inhibant les enzymes pro-inflammatoires telles que
la cyclooxygénase-2 (COX-2) et la lipoxygénase (LOX), réduisant ainsi la production de
prostaglandines et leucotriénes (Middleton et al., 2000) et elle possede également des
propriétés antioxydantes qui neutralisent les especes réactives de 1'oxygene (ROS), limitant

ainsi le stress oxydatif associé a l'inflammation.

La quercétine réduit 1'expression des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et 'IL-6
en modulant les voies NF-kB et MAPK (Boots et al., 2008) et Elle inhibe également la
migration des leucocytes vers les sites inflammatoires. Dans le cadre de I'étude sur Ruta
montana, l'effet anti-inflammatoire observé lors du test d'cedéme auriculaire induit par le xyléne
peut étre partiellement attribué a la présence d'hespéridine. L'extrait méthanolique a réduit
significativement I'cedéme (38,23 % apreés 90 minutes), ce qui est cohérent avec les mécanismes
anti-inflammatoires connus de ce flavonoide. L'hespéridine détecté dans notre étude agit en

réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-q, I'IL-1P et I'[L-6
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(Ginwala et al., 2019). En modulant leur expression, I'hespéridine contribue a atténuer les
symptomes inflammatoires. Cette molécule inhibe également les enzymes cyclooxygénase-2
(COX-2) et lipoxygénase (LOX), responsables de la production de prostaglandines et
leucotriénes pro-inflammatoires (Kim et al., 1999). Cette inhibition réduit les manifestations
typiques de l'inflammation, telles que I'eedéme, la douleur et la rougeur. Elle agit ¢galement sur
les canaux ioniques impliqués dans la transmission nociceptive, tels que TRPV1, réduisant ainsi

la sensibilité aux stimuli douloureux (Garcia-Lafuente et al., 2009).
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L'objectif de cette étude était d’évaluer le potentiel phytochimique et biologique de Ruta
montana, en explorant ses composés bioactifs, ses activités antioxydantes, antimicrobiennes et
enzymatiques in vitro, ainsi que ses effets protecteurs contre la toxicité induite par le
tébuconazole (TBC) in vivo sur rats Wistar male. Parallélement, des modélisations in silico ont
¢été réalisées pour prédire les propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques des composés

identifiés. Les résultats obtenus permettent de tirer les conclusions suivantes :
+ Analyse phytochimique :

- D’extrait éthanolique de R. montana présente un rendement d’extraction de 11,994 %,

comparable aux études antérieures.

- Des teneurs significatives en polyphénols totaux (3,31 + 0,04 mg EAG/g ES), flavonoides
(3,35 £ 0,10 mg EQ/g ES) et tanins (1,61 + 0,004 mg EAT/g ES) ont été identifiées.

- La chromatographie LC-MS/MS a révél¢ la présence de 9 composés phénoliques majeurs,
dont I’hespéridine (22,87 mg/g), la lutéoline et 1’acide protocatéchique, connus pour leurs

propriétés bioactives.
< Activités biologiques in vitro :

- Une activité antioxydante remarquable a été observée, avec des valeurs ICso de 0,126 mg/mL

(DPPH) et 0,104 mg/mL (ABTS), supérieures a certains standards synthétiques (BHA, BHT).

- D’extrait montre une activité antimicrobienne dose-dépendante, notamment contre

Escherichia coli (Z1 = 18,5 mm) et Klebsiella pneumoniae (Z1 = 19 mm).

- Une inhibition modérée de I’acétylcholinestérase (ICso =198,5 ng/mL) a été notée, suggérant

un potentiel contre les troubles neurodégénératifs.
% Modélisation in silico :

- Les composés identifiés (hespéridine, lutéoline) respectent majoritairement les critéres de

drug-likeness, avec une absorption gastro-intestinale élevée pour les acides phénoliques.

- La prédiction toxicologique indique une absence de mutagénicité et une hépatotoxicité faible

pour la plupart des composés de 1’extrait éthanolique.

- Le tébuconazole présente un risque hépatotoxique et neurotoxique, atténué par la co-

administration de R. montana via des mécanismes antioxydants et anti-inflammatoires.
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+ Effets in vivo contre la toxicité du tébuconazole :

- R. montana atténue les perturbations hématologiques (anémie, thrombopénie) et hépatiques

(réduction des AST/ALT de 360,4 a 108,7 U/L).

- Une protection rénale est observée via la normalisation de la créatinine (5,8 a 6,9 mg/L) et de

I’urée (0,47 a 0,30 g/L).

- La plante restaure la fonction reproductive : augmentation du poids testiculaire (4,05 a 5,43
g), amélioration de la vitalité spermatique (57,8 % a 85,2 %) et modulation hormonale (baisse

de la FSH/LH).

- Les analyses histologiques confirment une réduction des Iésions hépatiques (stéatose), rénales

(nécrose tubulaire) et testiculaires (désorganisation des tubules).
< Activités anti-inflammatoire et analgésique :
- R. montana réduit I’cedéme auriculaire induit par le xyléne de 38,23 % aprés 90 minutes.

- Un effet analgésique significatif est noté via le test d’immersion de la queue, avec un temps

de latence accru de 2,33 a 4,0 secondes.
Perspectives

Les résultats ouvrent des voies prometteuses pour des applications thérapeutiques et

agroenvironnementales. Les perspectives incluent :

+ Identification approfondie des mécanismes moléculaires des composés actifs (hespéridine,

lutéoline) dans la modulation du stress oxydatif et de I’inflammation.

% Etudes cliniques préliminaires pour valider I’efficacité et la sécurité de R. montana dans le

traitement des troubles hépatiques, rénaux et reproductifs.

* Développement de formulations phytopharmaceutiques combinant R. montana a des agents

chélateurs (Capturant de métaux) pour réduire la bioaccumulation des pesticides.

% Evaluation de ’impact écologique de R. montana comme agent de phytoremédiation dans

les sols contaminés par des fongicides.
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Aneves

Annexe 1 : Effets toxiques et pharmacocinétique du tébuconazole chez les mammiféres (Rats) et les cellules humaines.

prolifération.

Organisme/Cellules | Effets toxiques | Valeurs/Concentrations | Absorption Distribution Meétabolisme | Excrétion | Références
Perturbation des 10-50 mg/kg/jour pendant 28 | Absorption Accumulation Hydroxylation et | Excrétion Yang et al.,
CYP450, stress jours. gastro-intestinale | dans le foie, les oxydation fécale (60-70 | 2018 ; Ben
Rats Wistar males oxydatif et cutanée reins et les tissus | médiées par les %) et urinaire | Othmene et al.,
hépatique/rénal, (orale/topique). adipeux. CYP450 (30-40 %). 2020
anomalies hépatiques.
spermatiques.
Dommages a ECso (24 h) = 129 pumol/L. Diffusion passive | Localisation dans | Activation des Non Knebel et al.,
Cellules HepG2 (foie | ’ADN, a travers la les mitochondries | CYP1A1/1A2 via | applicable (in | 2019 ; Barrén
humain) augmentation des membrane et le réticulum le récepteur AhR. | vitro). Cuencaetal.,
protéines p53/p21. cellulaire. endoplasmique. 2022
Apoptose via stress | ECso (24 h) = 15,4 pmol/L. Perméabilité Accumulation Transformation Non Ben Othmene et
Cellules HCT116 du réticulum membranaire dans le en métabolites applicable (in | al., 2022
(c6lon humain) endoplasmique élevée cytoplasme et le hydroxylés et vitro).
(voie ROS- (lipophilicité). noyau. conjugués (ex.
dépendante). glucuronides).
Perturbation du 100-300 pumol/L (réduction Absorption Localisation Faible Non Sanchez et al.,
Cellules SH-SY5Y potentiel du potentiel mitochondrial). passive via la mitochondriale et | métabolisme in applicable (in | 2020
(neurones humains) membranaire membrane réticulum vitro ; stabilité vitro).
mitochondrial. plasmique. endoplasmique. chimique élevée.
Risque de 143,1 ng/kg détectés dans les | Absorption Détection dans le | Métabolites Excrétion Mercadante et
Humains (exposition | génotoxicité et cheveux. cutanée et sang, le foie, les hydroxylés (ex. urinaire des al., 2014 ;
professionnelle) perturbation inhalation reins et les TPs 289-1) et métabolites Polledri et al.,
endocrinienne. dominantes cheveux. oxydés identifiés. | sous 48-72 2018
(agriculteurs). heures.
Réduction du poids | 50 mg/kg/jour (exposition Transfert Distribution Métabolisme Excrétion Ying et al., 2021
feetal, féminisation | gestationnelle). placentaire vers feetale maternel réduit ; | feetale
Rats gestants des feetus males. le feetus. préférentielle accumulation de limitée ;
dans le foie et le | tébuconazole non | rétention
cerveau. transformé. tissulaire.
Augmentation des 0,33-1,67 x NOAEC (10-50 | Absorption Distribution Métabolisme Non Sivikovéa et al.,
aberrations mg/kg/jour). systémique aprés | nucléaire et limité in vitro. applicable (in | 2013
Lymphocytes bovins | chromosomiques, exposition in cytoplasmique. vitro).
réduction de la vitro.




Annexes 2 : Technique d’extraction.
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Annexe 3 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Annexes 4 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Annexes 5 : Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique.
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Annexes 6 : Courbe d’étalonnage du CUPRAC.

Annexes 7 : Virement de la couleur pour le DPPH dans différentes concentrations.
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Abstract

In this investigation, we assessed the phytochemical
composition and hepatoprotective properties of Ruta
montana, a plant indigenous to Algeria, against liver
damage provoked by the systemic fungicide tebuconazole
in male Wistar rats. We distributed forty-two rats, each
weighing an average of 178+67.2 g, into six groups
consisting of seven animals each. The first group, serving as
the control, received no intervention. The second group
underwent treatment with tebuconazole at a
concentration of 100 mg/kg. The third and fourth groups
were treated with Ruta montana extracts at dosages of 50
mg/kg and 100 mg/kg, respectively. The fifth and sixth
groups received combined treatments of tebuconazole
(100 mg/kg) and Ruta montana extracts at 50 mg/kg and
100 mg/kg, respectively. Over a period of 50 days, we
administered these treatments via oral gavage. The
ethanolic extract of Ruta montana, prepared through
maceration, underwent analysis using LC-MS/MS, which
revealed the presence of nine significant phenolic
compounds. The findings demonstrate that exposure to

tebuconazole significantly decreased both body and liver
weights, and notably altered levels of hepatic enzymes
(AST, ALT), indicative of liver toxicity. In contrast, treatment
with Ruta montana extract ameliorated these adverse
effects, confirming its protective efficacy.
Histopathological examinations further substantiated the
amelioration of liver tissue damage in rats receiving the
plant extract. This research underscores the significant role
of bioactive phenolic compounds in Ruta montana in
mitigating hepatic injuries induced by tebuconazole,
thereby highlighting its potential therapeutic benefits.

Keywords: Ruta montana, LC-MS, Tebuconazole, Rat, Liver.
1. Introduction

The liver, being the primary organ responsible for
metabolizing foreign substances, is vulnerable to damage
that can lead to many disorders including hepatitis,
cirrhosis, and hepatocellular cancer. Exposure to various
environmental contaminants and chemicals is a significant
contributing factor to the development of many illnesses.
(Alter, 2006).

Conazole, such as tebuconazole fungicides (TBC), are
compounds that belong to the triazole family (Boskovi¢ et
al. 2021). Tebuconazole plays a crucial role in modern
agriculture, it’s used to manage a diverse range of fungal
infections, such as grains, crops, and fruit and vegetables
(Li et al. 2012; Ben Othméne et al. 2020). However, its
widespread application has led to potential exposure
among mammals (De Rossi et al. 2003). Substantial
evidence from multiple studies Ben Othméne et al. (2020)
suggests that exposure to tebuconazole, absorbed through
various pathways, may elicit health implications and induce
pathological changes across several organs (Goetz et al.
2007).

The TBC exposure can cause immunological,
neurobehavioral, and neuropathological insufficiency (Ben
Saad et al. 2017). Some toxicological investigations have
revealed that tebuconazole can also lead to elevated
chromosomal Occurrences of abnormalities and exchanges
between sister chromatids in lymphocytes from the
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Théme : Modération des effets toxiques du fongicide Tébuconazole par 1’extrait de Ruta montana
chez le rat Wistar.
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Résumé :

Cette étude se propose d'évaluer le potentiel phytochimique ainsi que les propriétés biologiques de I'extrait éthanolique de Ruta
montana. L'approche méthodologique intégre une caractérisation approfondie des métabolites secondaires, une évaluation
multiparamétrique de ses activités biologiques incluant des tests in vitro (capacités antioxydantes, inhibition enzymatique et action
antimicrobienne), et une analyse in vivo de ses effets protecteurs contre la toxicité hépatique et rénale induite par le tébuconazole
(TBC) chez un modele murin (rats Wistar males). En complément, une investigation par modélisation moléculaire in silico a été
conduite pour prédire les propriétés ADME (absorption, distribution, métabolisme, excrétion) et le profil toxicologique des
principaux composés phytochimiques identifiés. L’extraction hydroéthanolique a révélé que le rendement était 11,994 %. La
mesure des polyphénols (méthode de Folin-Ciocalteu), les flavonoides (par réaction a I'AICIs) et les tanins (méthode a la vanilline)
a mis en évidence des niveaux importants de polyphénols (3,31 + 0,04 mg EAG/g ES), de flavonoides (3,35 + 0,10 mg EQ/g ES)
et de tanins (1,61 + 0,004 mg EAT/g ES). L'analyse par LC-MS/MS a permis d'identifier neuf composés bioactifs, parmi lesquels
I'hespéridine a été quantifiée a 22,86 mg/g. L'extrait a démontré une activité antioxydante significative avec des valeurs d'ICso de
0,126 + 0,05 mg/ml pour le DPPH et de 0,104 + 0,04 mg/ml pour I'ABTS, ainsi qu'un TAC de 0.291 + 0.03 pour le CUPRAC
Aos= 0,271 + 0,08. De plus, une activité antimicrobienne a été observée par la méthode de diffusion sur gélose : L'extrait a
démontré une forte activité antimicrobienne contre Escherichia coli (18,5 mm) et Klebsiella pneumoniae (19 mm), avec des zones
d'inhibition atteignant 20 mm pour Pseudomonas aeruginosa. Les effets anti-inflammatoires (évalués via le modéle d’cedéme
auriculaire induit par le xyléne) et analgésiques (mesurés par le test d’immersion de la queue) ont été testés in vivo sur des rats
Wistar. L’administration de 1’extrait de RM a 100 mg/kg a réduit 1’épaisseur de 1’oreille de 38,23 % (p < 0,05) aprés 90 minutes,
un effet comparable a celui de ’aspirine. Par ailleurs, le test d’immersion de la queue a mis en évidence un effet analgésique dose-
dépendant, se traduisant par un prolongement du temps de latence de réaction jusqu’a 4,0 secondes (p < 0,05). L'étude de
I’evaluation de I’effet moderateur de notre extrait a été réalisée sur un total de 42 rats males ayant un poids moyen de 178+67,2 g,
qui ont été répartis en six groupes composés de sept animaux chacun. Un groupe témoin, un groupe TBC traité par 100 mg/kg de
tébuconazole. Le troixieme (RMI) et le quatieme groupe (RMII) ont été traités par 50 mg/kg et 100 mg/kg de 1’extrait de Ruta
montana respectivement. Le groupe cing (TBC+RMI) et le groupe six (TBC+RMII) ont été traités par la combinaison de
tébuconazole et I’extrait de Ruta montana. Apres 50 jours du traitement oral des rats, un dosage hématologique, biochimique et
hormonal a été réalisé en plus, d’un spermogamme et une étude histologique. Nos résultats ont montré clairement que le TBC
provoque une hépatotoxicité (augmentation des AST, ALT, ALP), une néphrotoxicité (hausse de la créatinine et de I’urée), une
perturbation hormonale (diminution de la testostérone) et des 1ésions histologiques (foie, reins, testicules). L’administration de la
combinaison (TBC + RM) a montré une récupération de ces parametres. Les analyses in silico réalisées via SwissADME et
pkCSM ont confirmé la biodisponibilité et la sécurité des composés de RM. Cette étude démontre clairement que I’extrait de Ruta
montana posséde un potentiel antioxydant, anti inflammatoire, et antimicrobien avec un pouvoir modérateur efficace contre la

toxicité induite par le Tébuconazole, soulignant son potentiel thérapeutique en tant qu’agent protecteur naturel.

Mots-clés : Ruta montana, LCMS, Activités biologiques in vitro, Rats, Tébuconazole, Toxicité hépatorénale, Test in
silico
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