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Glossaire médical

Ameénorrhée: L'aménorrhée est I'absence des regles ou menstruation. Le plus souvent, la
grossesse en est la cause. Dans les autres cas, I’aménorrhée peut étre I'unique symptéme

d'une pathologie ou au contraire, un parmi de nombreux autres.
Antalgique : Qui calme les douleurs.

Antihypertensif : Les antihypertenseurs sont un groupe de médicaments utilisés pour

normaliser une tension artérielle trop élevee.

Antioxydant : Lutte contre le stresse oxydatif, protege la cellule d’une oxydation par les

radicaux libres et empéche I’altération des composés organiques.
Antispasmodique : Fait baisser latension et soulage | es spasmes musculaires.

Antitussif : Un antitussif ou médicament antitussif est un médicament censé arréter la

toux.
Conjonctivite : Une inflammation de |a conjonctive provoquée par un virus.

Dépurative: Qui purifie I’organisme, en favorisant I’élimination des toxines, des déchets

organisme.
Diurétique : Un diurétique est une substance qui augmente la production d'urine.

Dysménorrhée: La dysménorrhée désigne des régles ou menstruations douloureuses ou
difficiles.

Dyspepsie : Ladyspepsie désigne une digestion difficile.

Eczéma: Maadie chronique allergique ou infectieuse de la peau, caractérisée par des

|ésions consistant en squames couvertes de boutons séreux provoquant des démangeai sons.

Eruption cutanées : Les éruptions cutanées se manifestent généralement par des rougeurs,
des démangeaisons ou une sensation de brulure ains que par la formation de petites

vésicules, de croutes ou de spasmes.
Nausée : Envie de vomir

Phytothérapie: Traitement médicale par I’emploi des plantes médicinaes comme

remedes.

Psoriasis: Maladie de la peau caractérisée par des plaques rouges.



Glossaire botanique

Bisannuelles: Se dit d'une plante dont le cycle vegétatif seffectue sur deux années

(germination la premiére année et floraison la seconde).

Cholagogue : Sont des plantes médicinal es agissent au niveau du foie comme les plantes

Cholérétique, favorisent aussi I’évaluation de la bille hors de la vésicule biliaire.

Eperon : L'éperon est une extension de la corolle (pétales) ou du calice (sépales) d'une

fleur en tube étroit et allongé, contenant généralement du nectar.

Grappe: Inflorescence composée d'un axe principal, généralement pendant, autour
duquel sont disposés a des niveaux différents des axes secondaires simples ou ramifiés,

porteurs de fleurs; fruit compose qui en résulte.

Pennatiséquées : Se dit d’une feuille dont le limbe est penné en segments séparés par des

sinus qui atteignent presque la nervure médiane.
Pétale : Piéce florale, généralement bien colorée ; partie de la corolle.

Sépales: Le sépale est I'un des ééments foliacés généralement verts, observés a la base

de lacorolle, sous les pétales.

Succulentes: Les plantes succulentes sont des plantes charnues adaptées pour survivre
dans des milieux arides du fait des caractéristiques du sol, du climat ou a forte

concentration en sal.

Tronqués : Extrémité de fruit.
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Introduction

Durant des siecles et méme des millénaires, nos ancétres ont utilisé les plantes pour
soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. Ainsi, méme
actuellement, malgré le progrés de la pharmacologie, I’usage thérapeutique des plantes
meédicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement, En effet, il existe environ 500.000 espéces de plantes sur terre, dont 80.000
possedent des propriétés médicinales (Benkhnigue et al., 2010).

Parmi ces plantes on trouve I’espece Fumaria officinalis qui appartient alafamille des
Fumariaceae. Cette derniere est connue pour ces multiples activités biologiques:
antioxydante, antimicrobienne, diurétiques (Schnebelen et al., 2008). Elle est apéritive,
antiscorbutique, antiscrofuleux et vermifuge. Selon la Commission Européenne, c’est un

antispasmodique |éger du tractus digestif supérieur (Goetz et al., 2009).

Ses multiples propriétés pharmacologiques sont dues a la richesse de la plante en
alcaloides qui sont parmi les groupes les plus importants de produits naturels en raison de

leurs propriétés biologiques et de leur diversité structurale (Bruneton, 1999).

Cependant de nombreuses espéces végétales possedent une toxicité propre, directe ou
indirecte, qu’il est nécessaire de connaitre avant toute commercialisation. La connaissance
parfaite des constituants d’une plante est donc nécessaire. L'objectif essentiel du ce travail
consiste arépondre a la problématique suivante :

« Peut-on considérer I’extrait alcaloidique de Fumaria officinalis comme étant un extrait
toxique ? Quelleest sadoselétale 50 ? »

Pour cette raison, le présent travail consiste a évaluer latoxicité aigué et subaiglie de
I'extrait alcaloidique de Fumaria officinalis sur des souris Albinos wistar en déterminant les
parametres physiques, biochimiques et hématologiques et en réalisant des coupes

histologiques sur les différents organes des souris.
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CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

[.1-PRESENTATION DE LA PLANTE FUMARIA OFFICINALIS

[.1.1-LA FAMILLE DESFUMARIACEES

Les fumariacées appartiennent presque toutes aux régions tempérées. En général, ces
végétaux contiennent un suc-propre plus ou moins amer, mais sans propriétés narcotiques.
Les fleurs de la plupart des fumariacées se font remarquer tant par leur éégance que par la
singularité de leurs formes (Adelon et al., 1824).

e
Fumaria officinalis

o~ I.;fl:{":'f'rh. i

Fumaria bastardii | Fumaria densiflora Fumaria parviflora Fumaria vaillantii

Figure 1 : Quelques especes appartenant ala famille des fumariacées (Janzein, 1995).



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

[.1.2-NOMENCLATURE DE FUMARIA OFFICINALIS

Le mot fumariavient de latin « fumus » fumée de terre, la plante semble sortir dela

terre comme une fumée, d’ou le nom francais « fumeterre » (Déellile, 2007).

Tableau | : lesdifférents noms vernaculaires de Fumaria officinalis.

Langues Noms vernaculaires

: Fumeterre, herbe alaveuve, fiel deterre, herbe alajaunisse, pied de Céline
Francais

' (Ddlile, 2007)

Italien  Fumaria comune, Feccia, Fumosterno (Goetz et al ., 2009).

[.1.3-CLASSIFICATION DE FUMARIA OFFICINALIS

La position du genre Fumaria dans les systémes de classifications de Cronquist et Takhtajan
est donnée comme suit (Goetz et al., 2009) :

» Regne: Planta (plantes)

= Sous-régne: Tracheobionta (plantes vascul aires)

= Super division : Spermatophyta (plantes a graines)
= Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

= Sousdivision : Angiospermes

» Classe: Magnoliopsida (dicotylédones)

= Sousclasse: Magnoliidae

= Ordre: Papaveraes

» Famille: Fumariaceae

= Genre: Fumaria L

» Espéce: Fumaria officinalis L
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[.1.4-DESCRIPTION BOTANIQUE DE FUMARIA OFFICINALIS

Fumaria officinalis est une plante herbacée annuelle ou bisannuelle, dressée ou
diffuse, rarement grimpante, elle présente :

= Tige: dressée de 30 a 70 cm, fortement rameuse (Goetz et al., 2009) ;

= Feuilles: tenues aternes, trés découpées de colleur verte pale cendré ou glauque, ayant
I’aspect de feuilles de coriandre di ou tri pennatiséquées a segments étroits (Bayer et al.,
2005) ;

= Fruits: petites capsules ovoides, mures plus large que long, tronqués, engrainés au sommet
(Couplan, 2007) ;

= Fleurs: purpurines ou rosées, tres irréguliéres, sont disposées en grappes assez laches ou
denses sur la partie terminale de la tige, le pétale supérieur prolonge en éperon. Les sépales
sont ovales-lancéol és irréguliérement dentes (Goetz et al., 2009).

-Fruits- -Feuilles-

Figure 2 : Fleurs, fruits et feuilles de Fumaria officinalis (Janzein, 1995).

[.1.5- REPARTITION GEOGRAPHIQUE ET HABITAT

Fumaria officinalis est une espéce qui est largement distribuée en Asie, Europe et
en Afrique (Srivastava et Choudhary ; 2014). Elle se retrouve sur les bords des chemins,
les terres incultes et le long des vieux murs, jusqu’a1500m d’altitude (Goetz et al., 2009).
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[.1.6-COMPOSITION CHIMIQUE

Lafumeterre est composée de plusieurs constituants chimiques parmi ces composes on
trouve les acaloides, qui confére a la plante ces vertus thérapeutiques (Goetz et al., 2009)..

Les principaux constituants chimigues sont résumés dans le tableau I1.

Tableau Il : constituants chimiques principaux de Fumaria officinalis (Goetz et al., 2009).

GOl | Constituants chimiques
chimiques
-Dérivés de I’isoquinoléine : (0,3-1%) protopine (fumarine 0,13%),
cryptopine.
-Protoberberines : aurotensine, stylopine, sinactineet N-methylsinactine
Alcaloides -Dérivés de type spirobenzylisoquinoleine : fumaricine, fumaritine,
fumariline
-Dérivés de type benzophénanthridine : sanguinarine.
- -Dérivés de type indenobenzazepine : fumaritridine, fumaritrine, etc
Hétéro_sid% Hétérosides de la quer cétine : isoquercitring, rutine (= rutoside) et le
flavoniques ' quercetrine-3,7-diglucosi de-3-arabinoglucoside.
Acides Acides caféique, chlorogeniqueet fumarique. Esters maliques de I’acide
phenols ' cinnamiqueet de Iacide caféique.
Acides ! . . . . . .
.  Acides maliques, éritique, succinique, lactique, glycolique.
organiques g d g aue giyeoliq
Autres Principes amers, mucilage, résine, sels de potassium.
principes |

[.1.7-APPLICATION THERAPEUTIQUE ET TRADITIONNELLE DE FUMARIA
OFFICINALIS

Fumaria officinalis est employé dans |la médecine traditionnelle comme antihypertensif,
diurétique, aussi bien que dans le traitement des raches et du conjunctivitisl, 2. L'activité
biologique du Fumaria est la plupart du temps associée a la présence des alcaloides
d’isoquinoléine (Tugce, 2009).
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Lafumeterre est un remede populaire employé dans les troubles de type spasmol ytique
liés au tractus digestif, elle soigne avec succes les migraines et les nausées provenant d’un
mauvais fonctionnement hépatique, particulierement chez les femmes enceintes (Fintelmen
et Weiss; 2002).

La plante est apéritive, antiscorbutique, vermifuge, et régulateur hépatovésiculaire,
(Goetz et al., 2009). Elle sindique utilement dans les états scrofuleux, I'aménorrhée, la
dysménorrhée (Lieutaghi, 2016) et elle est également utilisée en cas de dyspepsie (Derbré et
al., 2013).

[.1.8-POSOLOGIE ET FORMES D’UTILISATION

Actuelement plusieurs laboratoires spécialisés dans la recherche des médicaments a
base des plantes sont lancé dans le développement des phytomédicaments a base de la
fumeterre soit sous forme solide (gélules, comprimés) (annexe 3) ou sous forme liquide

(sachet-dose, flacon) (annexe 3).

Si le phyto-médicament a base de fumeterre est une poudre de partie aérienne, le
dossier d’AMM doit comporter une étude toxicologique allégé. Celle-ci n’est pas nécessaire
pour la fumeterre sous forme de tisane, d’extrait aqueux ou de teintures. La monographie
établie par la commission Européenne précise que la posologie de Fumaria officinalis est de

69 par jour (Bruneton, 2009). Cependant cette plante devient tres toxique a forte dose.

[.1.9-LATOXICITE DE LA FUMETERRE

De nombreuses études qui s’inscrivent dans ce cadre ont démontrées la toxicité de la

fumeterre a des doses élevées :

= Hohenegger et ces collaborateurs en 1989 ont étudié les actions néphrotoxiques des
doses éevées administrées par voie orale de (FAME) : monoethyl ester d'acide fumarique
(phyto-médicament & base de fumeterre) chez le rat, 50 mg de cette substance a produit les
lésions morphologiques des glomérules sans réduire le taux de filtrage glomérulaire (GFR).

Apres 100 mg, les|ésions étaient plus prononcées et GFR a été diminué aux environ de 40%.

= Tugce a démontré en 2009 que I'extrait de n-hexane de Fumaria officinalis possede
une activité cytotoxique contre la crevette de saumure avec une concentration létale IC50 <
1000mg/kg. L’extrait de I'eau ne montre aucune activité cytotoxique.
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= Dans I'éude de la toxicité aigué réalisee par Uday en 2014, I'extrait éthanolique des
feuilles de Fumaria officinalis s’est avéré toxique (2/3 de souris mortes) a une dose de 2000
mg/kg, administré par voie intrapéritonéale. Par consequent, lavaleur de DL50 de cet extrait a
été fixée a 2000 mg/kg de poids corporel.

= Lambert en 2001 arapporté une é&ude montrant le déclenchement d’une hypovolémie
et d’une hypotension et difficulté a contréler I’hypertension I’or d’utilisation de fumeterre

associé a un hypertenseur.

|.2-LESALCALOIDES

[.2.1-DEFINITION

Le terme alcaloides provient de «Alkay-like»; acay signifiant: soude, like
signifiant apparence (Bruneton, 1987). Les acaoides sont des substances naturelles et
organiques provenant essentiellement des plantes et qui contiennent au moins un atome
d'azote dans leur structure chimique, avec un degré variable de caractéere basique (Harborne
et Herbert ; 1995).

1.2.2-CLASSIFICATIONS DESALCALOIDES
Les alcaloides sont généralement classés en trois groupes :
= Alcaloidesvrais

Sont des substances d’origine naturelle, de distribution restreinte, de structure souvent
complexe, azotée (atome d’azote inclus dans un hétérocycle) et de caractére basique. Ils
existent dans la plante sous forme de sels, ont pour origine biosynthétique un acide aminé et

sont dotées d’une activité pharmacologique significative (Bruneton, 2009).

w Proto-alcaloides

Sont des alcaloides qui ne possédent pas un atome d’azote intra cyclique, ils ont une
structure simple (Guignard, 2000).
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w Pseudo- Alcaloides

Présentent e plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont
pas des dérivés des acides aminés .1l s’agit dans la majorité des cas, d’alcaloides terpéniques
(Bruneton, 1999).

1.2.3-LOCALISATION DESALCALOIDESCHEZ LESPLANTES

On trouve les alcaloides, en tant que métabolites secondaires, principalement chez les
végétaux ou ils peuvent se retrouver dans toutes les parties de la plante. La partie dans
laquelle les alcaloides s’accumulent n’est pas forcement celle ou ils sont synthétisés, dans le
tabac par exemple, la nicotine est produite dans les racines mais transférée ensuite vers les
feuillesou elle est stockée (Harborne et al., 1995).

|.2.4-PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUESDESALCALOIDES

Les acaoides sont des substances azotées ayant des masses moléculaires tres
variables de 100 a 900g /mol. La connaissance de la solubilité des alcaloides et de leurs sels
est d’une importance pharmaceutique considérable (Bruneton, 2009). La Solubilité des
acaloides est résumée dans |e tableau ci-dessous.

Tableau 111 : Lasolubilité des alcaloides (Ver cauteren, 2011)

- Solvants Solvants or ganiques
peu polaires (benzéne,
“-._| éther, dichlorométhane)

Solvants organiques Eau
polaires (alcools)

Milieux -

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
—————————————————— e
1
1
1

Milieu basique T+ + -
Milieu acide | --- +/ - 44+
+++ : Solubles ;- - - : insolubles; +/ - : peu solubles

[.2.5-LA BIOSYNTHESE DESALCALOIDES

Les alcaloides dérivent d’acides amines : ornithine, lysine, phénylalanine, tyrosine,

tryptophane, histidine, acide anthranilique (Ver cauteren, 2011).
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Figure 3 : Biogénése des alcaloides (Ver cauteren, 2011).



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|.2.6- LESALCALOIDESISOQUINOLEIQUES

Les acaloides isoquinoléiques résultent de la condensation des dérivés de

phényléhylamine et de phénylacétaldényde, leurs précurseurs sont respectivement la

phénylaanine et la tyrosine, qui réagissent apres décarboxylation avec un autre acide aminé

aromatique ou non (Dewick, 2002).

CL=00 GOz

phénylalanine isoquinoléine tétrahydro

tyrosine

isoquinoléine

Figure 4 : Formation du noyau isoquinoléique et tétra hydroisoquinol éique (Ver cauteren,

2011).

1.2.6.1-UTILITE ET USAGE PHARMACOL OGIQUE DESALCALOIDES
ISOQUINOLEIQUES

Les adcaoides isoquinoléiques possedent plusieurs propriétés thérapeutiques

(Vercauteren, 2011) ;

L]

& & & & &

La Morphine, codéine et thébaine qui sont utilisés comme des antalgiques,
antipyrétiques, antispasmodiques respectivement ;

La Noscapine qui est un antitussif ;

L’Apomorphine qui un antiparkinsonien ;

L’ Aporphine qui un cholagogue, cholérétique et stimulant ladigestion ;

Lapapavérine qui est un antispasmodique ;

Les benzyltetrahydro isogunoléines (BTHIQ) qui agissent sur le system
nerveux central comme dépresseurs ;

Les protobérbérines qui sont des antiseptiques.
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|.2.6.2-TOXICITE DES ALCALOIDES ISOQUINOLEIQUES DE FUMARIA
OFFICINALIS

@ Laprotopine

La protopine est connue par ses effets cardiotoxiques. Elle provogue chez des souris de
la bradycardie, des contractions irrégulieres apparaissent aux fortes doses, elle augmente le
nombre des pulsations, on constate ainsi un prolongement de la période réfractaire. La
protopine sensibilise le cceur aux arythmies ventriculaires provoquées par I’épinéphrine et

augmente le flux de I’artére coronaire (kerharo et adam ; 1974).

m Lafumarine

A petite dose (23 centigrammes), la fumarine stimule les parois gastriques, I’appétit
augmente, le pouls est plus fréquent et plus élevé.

A doses plus éleves (del5 a 30 centigrammes), les phénomenes deviennent biens plus
marqués, 20 centigrammes de sel de fumarine provoquent la soif, I’insomnie et un peu de
céphalalgie. Si I’emploi de la fumarine est continue a cette dose, de jour en jour, la circulation
finit par se raentir considérablement, ainsi que le prouve le ralentissement du pouls. La
coloration des muqueuses se modifie, elles palissent et s’installe ainsi une assez forte lassitude

dans tout le corps (Hannon, 1852).
w Lasanguinarine

Des études ont montrées I’action de la sanguinarine sur la production d’une
évaluation aigue de la tension oculaire de la souris, €lle est premiere substance naturelle
connue pouvant étre utilisee comme matériel expérimental pour la production et I’étude du
glaucome (Kerhano et Adam ; 1974).

w Lesprotobérbérines

Dérivés des tetrahydro-isoquinolénes, sont présents dans la fumeterre et dans
plusieurs plantes médicinales tel que I’hydrastis et la chélidoine. Elles sont inhibitrices
dopaminergique. Leur toxicité cellulaire a été démontrée récemment chez I’homme
(Caparros-Lefebvre., 2003).
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[.3-GENERALITESSUR LA TOXICITE

La toxicologie étudie les effets nocifs des substances chimiques sur les organismes
vivants. Elle fait appel & une multitude de connaissances scientifiques et s’intéresse a
plusieurs secteurs de [I’activité humaine : [I’agriculture, [’alimentation, [I’industrie

pharmaceutique, I’environnement, etc. (Gilles, 2004).

[.3.1-LES VOIES D’EXPOSITION AUX PRODUITS TOXIQUES
= Lavoierespiratoire

L'appareil respiratoire est la porte d'entrée privilégiée des xénobiotiques qui existent
sous forme de gaz, de vapeurs ou de fines particules solides ou liquides. L’absorption par le
poumon est influencée par l'important volume dar auquel un adulte est exposé
quotidiennement (=10000 &20000L ), latrés grande surface de larégion alvéolaire (=<80m?) et
I'extréme minceur de la paroi avéolaire (=1um) (Viau et Tardif ; 2003).

= Lavoiecutanée

La peau n’offre pas une protection compléte, car elle présente des failles, dont |a base
des poils et les pores. L’absorption cutanée est influencée par de nombreux facteurs tant
physico-chimiques (ex : pureté, grosseur de la molécule, solubilité) qu’individuels (ex :
hydratation de la peau, présence de Iésions cutanées) et anatomiques (ex : endroit du corps
mis en contact avec le toxique) (Gilles, 2004).

= Lavoiedigestive

Au niveau du tube digestif ce sont I'estomac et I’intestin (duodénum, intestin gréle) qui
sont les sites d'absorption principaux. Dans |'estomac les acides faibles, a I'inverse des bases
faibles, sont facilement diffusibles. Dans l'intestin ce sont les bases faibles qui sont les plus
facilement absorbées. D'autre part a ce niveau, des phénomenes de transport actif peuvent

intervenir pour certains toxiques (thallium, plomb) (Tron et al., 2002).
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= |esautresvoies

Il existe d'autres voies d'entrée appelées parentérales, d'une importance généralement
moindre : les injections intraveineuses (1V), sous-cutanées (SC), intra-péritonéales (IP) et
intramusculaires (IM). (Holmberg et al., 2000).

I.3.2-LE CHEMINEMENT D’UN TOXIQUE DANS L’ORGANISME
| .3.2.1-L absorption

On appelle absorption le processus de pénétration d'un produit dans I'organisme. Il
sagit d'une étape importante, car, tant qu'il n'a pas pénétré danslacirculation sanguine, un
produit ne peut causer d'action toxique systémique. L'absorption peut se dérouler sur 3 sites
principaux : le tube digestif, essentiellement au niveau de I'estomac et de l'intestin; les
poumons au niveau des alvéoles pulmonaires ; et la peau au niveau de I'épiderme et du derme
(Tron et al., 2002).

| .3.2.2-Ladistribution

Lors de leur transport sanguin, les toxiques peuvent étre liées aux hématies, aux
composants plasmatiques, ou se trouver a l'état libre non liées dans le sang (Holmberg et al.,
2000 ; Lauwerys, 2003 ).

| .3.2.3-La biotransformation

La biotransformation désigne I’ensemble des réactions qui rendent la structure
chimique d’un toxique (qui est plutét liposoluble au départ) plus polaire (ionisable) donc plus
solubles dans I’eau et ainsi plus facilement excrétables dans I'urine. Le foie est le principal
organe impliqué dans la biotransformation des toxiques (Viau et Tardif ; 2003).

[.3.2.4- L’excrétion

Ce processus consiste a rejeter le produit inchangé ou ses métabolites a I'extérieur de
I'organisme. L'excrétion peut se faire par voie rénale (I'urine), gastro-intestinale (les selles),

pulmonaire (I'air expiré€), cutanée (la sueur) ou lactée (lelait) (Gilles, 2004).
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| .3.3-EFFET TOXIQUE

| .3.3.1-Notion d’effet toxique

L'effet toxique est la capacité inhérente a une substance chimique de produire des
effets nocifs chez un organisme vivant et qui en font une substance dangereuse .Ains I'effet
néfaste est lié a la dose, a la voie d'absorption, au type et a la gravité des |ésions ainsi qu'au

temps nécessaire al'apparition d'une lésion (Gilles, 2004).
| .3.3.2-Relations dose-effet et relation dose-réponse

Larelation « dose-effet » est larelation entre la dose et I’effet & I’échelle de I’individu
(Figure 5). L’augmentation de la dose peut accroitre I’intensité ou la sévérité d’un effet. Une
courbe dose-effet peut étre tracée pour I’ensemble de I’organisme, la cellule ou la molécule
cible. Certains effets toxiques, comme la mort ou le développement d’un cancer, n’ont pas un

caractere progressif: ils représentent des effets «tout ou rien» (Holmberg et al., 2000).

La relation « dose-réponse» désigne la relation entre la dose et le pourcentage
d’individus présentant un effet spécifiqgue (Figure 6). Lorsque la dose augmente, un plus
grand nombre d’individus sont affectés dans la population exposée (Holmberg et al., 2000).

. a0 ¥ ‘?
Tia-- q/o ;*"" ¥ 8/3*
q 4 s, o "o

iR L ;i "o

Figure5: Relation entre la dose et I’effet Figure 6 : Relation entre ladose et |a repense
(Gilles, 2004). (Gilles, 2004).
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| .3.3.3-LESDIFERENTESFORMESDE TOXICITE

L’homme est constamment exposeé a une toxicité soit aigué soit subaigué ou encore
chronique (Bismuth et al., 1987).

% latoxicitéaigué

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise unique ou a court
terme aprés plusieurs prises rapprochées. C’est I’étude qualitative et quantitative des
phénomeénes toxiques qu’il est possible de rencontrer apres administration unique de la ou

des substances actives contenues dans |e médicament (Ruckebusch, 1981).

Le terme toxicité orale aigué est plus souvent utilisé en liaison avec les déterminations
delalétalité et dela DLso. La DL5o est définie comme la dose détermineée statistiquement qui,
lorsgu'elle est administrée dans un test de toxicité aigué, est susceptible de causer la mort de

50% des animaux traités sur une période donnée (Oliver, 1986).

w Toxicité subaigué

La toxicité subaigué concerne les effets nocifs dus a la répétition de doses qui ne
produisent pas d'effets toxiques immédiats. Des effets tardifs peuvent survenir a cause de

I'accumulation du produit dans les tissus ou a cause d'autres mécanismes (OCDE, 1979).

La substance a tester est administrée quotidiennement a différents niveaux de dose a
plusieurs groupes d'animaux. De maniére générale, au moins trois groupes d'essai et un

groupe témoin doivent étre utilisés (OCDE, 2008).

w Toxicitéchronique

Le but d'une éude de toxicité chronique est de déterminer les effets d'une substance
d'essai, chez une espece de Mammifere donnée, a la suite d'une exposition prolongée et
répétée (OCDE, 1979).

La substance d'essai est administrée quotidiennement & plusieurs groupes d'animaux
d'expérience a des doses progressives, en général pendant une période de 12 mois. Cette durée
est assez longue pour permettre aux effets de toxicité cumulée de se manifester, tout en

évitant les effets perturbateurs des changements liés au vielllissement (OCDE, 2009).
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w Comparaison entrelatoxicité aigué et chronique

Les mots « aigue » et « chronique » peuvent étre accolés a exposition, intoxication,
toxicité et effets. Classiqguement, on considére qu’il y a intoxication aigue lorsque des effets
biologiques surviennent aprés une période d’exposition a un contaminant ne dépassant pas 24
heures. L’intoxication chronique concernera une exposition réitérée de I’animal pendant une
période de six mois ou plus. L’exposition de durée intermédiaire, généralement 13 semaines,

déterminera L’intoxication sub-chronique (Viau et Tardif ; 2003).

Il semble approprié dutiliser les mémes intervalles de temps pour définir le type
d'intoxication subi par une population, méme si la durée de vie moyenne des humains est de
loin supérieure a celle des animaux de laboratoire. D’emblée, le type d'intoxication
déterminera également la facilité ou la difficulté d'établir une relation causale entre une
exposition et |'observation d'effets toxiques. Il va de soi que, pour les intoxications aigués a
des doses élevées de toxiques provoquant des effets aisement mesurables, |a relation sera
beaucoup plus facile a éablir que pour une intoxication chronique a de faibles doses (Viau et
Tardif ; 2003).

Tableau IV : Les formes d’intoxication (Gilles, 2004).

Forme d’intoxication Fréguence d’administration Dureée de I’exposition
aigue Unique ‘ < 24 heures
subaigiie . Répke |  simois
subchronique ____Ré_pét_ée _____ i___EeTa_er)i;___
chronique 7777Ré7pét7ée 77777 >3 mois

[.3.4-DESCRIPTION DES MANIFESTATIONS TOXIQUES PAR SYSTEMES
BIOLOGIQUESET QUELQUESORGANESCIBLES

[.3.4.1-L’hépatotoxicité

C’est une atteinte du foie. Le foie est un organe vital, tout comme le cceur et les
poumons. |l remplit de multiples fonctions et son role est tres important dans le maintien de
I’équilibre général. C’est une cible pour de nombreux toxiques a cause de son important debit

sanguin et de sa situation par rapport a la circulation sanguine (Gilles, 2004). Les atteintes du
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foie sont complexes et diverses. Le tableau ci-apres résume les principaux effets toxiques

observés.

Tableau V : Principaux effets toxiques observés sur le foie (Lu, 1992).

L ésions hépatiques Caractéristiques

Elle correspond al'envahissement du tissu par des graisses. Les

Stéatose toxiques agissent en bloquant I'élimination des triglycérides
hépatiques dans |le sang

NéaEan Elle suppose la destruction des hépatocytes et correspond

- généralement aux |ésions aigués.
Cholestase - Dimi nuU/o_n ou grr(_et de I'écoulement de la bile par modification

- del'excrétion biliaire.

Cirrhose ' Présence dinfiltrations de collagéne dans la masse hépatique.

Hépatite |

M anifestations cliniques de I'inflammation du foie.

[.3.4.2-La néphrotoxicité

C'est un effet toxique sur le rein. Le rein est I'organe d'éimination responsable de la
sécrétion de I'urine. Il joue un réle dans la régulation de I'équilibre des liquides du corps et
contribue & débarrasser le sang de ses impuretés, et notamment de certains toxiques (Gilles,
2004). Les atteintes rénal es concernent principal ement le glomérule en diminuant lafiltration,
mais également les tubules proximaux qui concentrent les toxiques du fait de leur forte
activité d'absorption et de sécrétion (Lu, 1992).

|.3.4.3-La neurotoxicité

C’est un effet toxique sur le systéme nerveux, Le systéme nerveux est un ensemble de
cellules spécialisées ou non dont I’unité fondamentale est le neurone. Les neurones assurent le
transfert de I’information (influx nerveux) d’une partie du corps a une autre afin d’assurer le
fonctionnement interne de I’organisme et ses relations avec le milieu extérieur (Gilles, 2004).

Les principaux effets toxiques sur le system nerveux sont résumes dans | e tableau ci-apres ;
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Tableau VI : Diverses catégories d’effets neurotoxiques (Gilles, 2004).

Effetstoxiques

Caractéristiques

la dépression du systéme
nerveux central

la neuropathie

périphérique

le tétanos

la paralysie musculaire

qui se manifestent a la suite d’une exposition a des solvants

tels que le toluene et le xyléene.

affection du systeme nerveux périphérique qui peut étre

produite par des solvants tels que le n-hexane.

qui consiste en des contractures musculaires et qui est cause

par une toxine biologique produite par le Clostridium tetani.

causée par une toxine biologique produite par le Clostridium
botulinum.
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[1.1-MATERIELS

Le matériel expérimental et les réactifs utilisés durant le travail pratique sont reportés

en (Annexel)
[1.1.1- ANIMAUX

Pour évaluer latoxicité aigué des extraits de la partie aérienne de Fumaria officinalis,
on a utilisé des souris femelles de I’espéce Albinos wistar. Pour évaluer la toxicité subaigué
on a utilisé des souris méles et femelles de I’espéce Albinos wistar.

Conditions d’hébergement et d’alimentation :

La température du local expérimental est maintenue & 22°C (x3 °C), dispense d’un
éclairage artificiel faisant alterner des séquences de 12 heures de lumiére et de 12 heures
d'obscurité. Les animaux sont hébergés dans des cages individuelles. Ils sont nourris avec des
préparations classiques pour rongeurs de laboratoire et ont a disposition de I'eau du robinet.

=1 ..1
.1|_ 1

Hm‘

Figure 07 : conditions d’élevage des souris Albinos wistar au sein de
I’animalerie de I’Université de Bejaia (Avril- Mai, 2016).

1.1.2-MATERIELSVEGETAL

Cette étude a été réalisée sur la partie aérienne fleurie d’une plante d’une espéce de la

famille des fumariacées appel ée Fumaria officinalis.
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Figure 08 : photographie de Fumaria officinalis dans larégion de larécolte

Beni Zmenzer (Tizi-Ouzou).

[1.2-METHODES
[1.2.1-PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL

« Récolte

Notre échantillon de Fumaria officinalis a été récolté au niveau de la région rurale:
Beni Zmenzer dans la wilaya de Tizi-ouzou, durant la période de floraison et de fructification
(Mars-Avril , 2016).

blarBMécitarranas
~ ¢ : 5

Beni Zmenzer

Figure 09: Carte géographique de Tizi-Ouzou avec la région de récolte de Fumaria

officinalis.
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< ldentification dela plante
L’identification a été effectuée, au niveau du laboratoire de physiologie végétale et
d’écologie, de la faculté des sciences de la nature et de la vie, de I’université de Bejaia, et en
utilisant laflore des plantes Algériennes (Quezel et Santa, 1962).
< Lavage

Apres L’identification de Fumaria officinalis, la plante a été bien nettoyée, puis
lavée avec du I’eau afin de se débarrasser de toute poussiere et d’autres contaminants.
% Séchage
L’échantillon a été séché a I’étuve a une température de 40°C pendant une période de

8 jours jusqu'a stabilisation de leur poids afin d’obtenir une meilleure extraction.
% Broyage
Le produit obtenu par le séchage est réduit en poudre de couleur verte a I’aide d’un
broyeur électrique.
s Tamisage

Les particules ainsi obtenues aprés broyage sont tamisées sur tamis de diametre de
250 a45um pour avoir une poudre homogene.

-Récolte- -Séchage- -Broyage- -Tamisage-

Figure 10: Préparation du matériel végétal (laboratoire de biologie végétale et
d’Ethnobotanique, FSNV de Bgjaia).
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[1.2.2- DETERMINATION DE LA TENEUR EN EAU

On procede ala dessiccation de lapoudre végétale alatempérature de 103°C + 2°C
dans une étuve ventilée jusqu'a un poids constant. Lateneur en eau est définie comme étant la
perte de poids subit lors de ladessiccation (Audigié et al. 1978). Lateneur en eau est calculée

selon laformule suivante :

My — M;
H%=P—X100

AVEC : H% : Teneur en eau ; M1 : Poids de la capsule + échantillon avant dessiccation ; M2 : Poids de la

capsule + échantillon aprés dessiccation. ; PE : La prise d’essai.

Lamatiere seche (MS) est obtenue comme suit :

[ (M )% = 100 — H% }

[1.2.3-CHOIX DU SOLVANT POUR L’EXTRACTION DES ALCALOIDES DE
FAUMARIA OFFICINALIS

-Eau

On a fait une décoction d’un gramme de poudre (PE) avec 20 ml d’eau distillée
pendant 15 mn. Apres refroidissement et filtration sur papier filtre, le filtrat a été mis dans une
capsule pesée et tarée au préalable (n) et évaporé a sec (n’). La teneur en substances

extractibles par I’eau est évaluée selon laformule :

[ S %=(m—-—n")x100 + F ]

-Méthanol et éthanol

On afait une macération de 24 heures a la température ambiante. Apres filtration, le
filtrat a éé mis dans une capsule préalablement pesée et tarée (n) et évaporé a sec. Aprés
refroidissement la capsule a ensuite été pesée (n’) et la masse de résidu déduite. Les teneurs

en substances extractibles par I’éthanol et par le méthanol sont respectivement:

[ 5§ =(m-n)x100+¥F } [ SI  =Mm-n')x100=+F }
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11.2.4-EXTRACTION DESALCALOIDES DE FUMARIA OFFICINALIS
Pour I’extraction des alcaloides a partir de la poudre de Fumaria officinalis on a

utilisé deux procédés (Soxhlet et macération).

[1.2.4.1-Principe du dispositif de Soxhlet

Le principe de cette extraction est basé sur le fait que le solvant est en contact
permanent avec la poudre, puisque le solvant qui se trouve dans le ballon s’évapore et se
condense au-dessus de la cartouche, cela permet d’avoir un solvant fraichement distillé a
chague cycle, ce qui évite le probléme de saturation et la solution collectée dans le ballon
s’enrichit de plus en plus a chague cycle d’extraction. L’extraction est terminée lorsque le

solvant d’extraction devient de plus en plus clair (L agnika, 2005).

1 Agitateur magnétique

2 Ballon a col rodé

3 Retour dedistillation (tube
d'adduction)

4 Corpsenverre

fg® B 5Filtre
Ty s 6 Haut du siphon
JTi |' 7 Sortie du siphon
LA EJ 8 Adaptateur d'expansion
= = 9 Condenseur
£y il 10 Entrée de I'eau de refroidissement
= ! - . ..
o 1“:-:___,;} 11 Sortie del'eau derefroidissement
a B\

Figure 11: Schéma et Photographie d’extracteur « Soxhlet » (laboratoire de
biologie végétale et d’Ethnobotanique, Bejaia).
.

[1.2.4.2-Princip de macération

L'extrait méthanolique ou éthanolique de la partie agrienne de Fumaria officinalis a été
préparé a partir de 30 g de poudre, qui ont é&é mis & macérer dans 300 ml de solvant
(méthanol, éthanol) pendant trois jours successifs a la température ambiante et a I’abri de la

lumiére. Ensuite le mélange est filtré sur papier Wattman (n°3).
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11.2.4.3-LES PROTOCOLES D’EXTRACTION DES ALCALOIDES DE FUMARIA
OFFICINALIS

¢ L’extraction des alcaloides totaux de Fumaria officinalis selon le protocole, Suau
et al., 2002

L’extrait végétal est obtenu avec 30g de la poudre végétale et de solvant (300ml)
(de méthanol ou de I’éthanol) dans un extracteur de soxhlet ou par macération. Ensuite cet
extrait est évaporé sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif jusqu’a I’obtention d’un extrait
concentré (sec). L’extrait sec a été ddipidé avec de I’éther diéthyliqgue (150 ml) ensuite
solubilisé dans de I’eau distillée (150 ml) et acidifiée avec de I’ HCL jusqu’a pH=2.5,apres
décantation , la phase aqueuse a été récupérée pour lui gjouter de I’ammoniac jusqu’a pH=8 et
du dichlorométhane (150 ml), apres décantation pendant (48h), I’extrait a été récupéré dans
des boites de pétries puis séché dans I’étuve pour obtenir des extraits d’alcaloides totaux
(Suau et al., 2002) (figure 12).

% Fractionnement des alcaloides de Fumaria officinalis (FN, FA et FB) selon le

protocole de (Farzana, 1997).

La poudre végétale (30g) est extraite dans I’éthanol ou le méthanol a I’appareil de
soxhlet ou de macération, I’extrait obtenu a été évaporé, en suite delipidé avec I’éther
diéthylique puis solubilisé dans I’eau distillée, apreés décantation la phase aqueuse récupérée
est solubilisée dans le chloroforme, aprés décantation la phase chloroformique constitue la
fraction neutre (FN), la phase agueuse récupérée est acidifiée avec de HCL jusqu’a pH=2.5
,puis solubilisée dans le chloroforme, aprés décantation la phase chloroformique constitue la
fraction acide (FA). La phase aqueuse subit une alcalinisation avec de I’ammoniac jusqu’a
pH=8 puis solubilisée dans le chloroforme pour I’obtention de la fraction basique (FB)
(Figure 13).
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[[ Figure 12 : protocole d’extraction des alcaloides totaux (AT) de Fumaria officinalis (Suau et al., 2002). ]]
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Figurel3 : Fractionnement des al caloides de Fumaria officinalis « FN, FA et FB » (Farzana,

1997).
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11.3-EVALUATION IN VIVO DE LA TOXICITE AIGUE ET SUBAIGUE DES
ALCALOIDESDE FUMARIA OFFICINALIS

11.3.1-EVALUATION IN VIVO DE LA TOXICITE AIGUE

L’étude de la toxicité aigué par voie orale de l'extrait total d'alcaloides de
Fumaria officinalis a été conduite selon les directives 425 d'OCDE (Organisation de
Coopération et de Développement Economique). La méthode utilisée dans cette éude est

celle de I’ajustement des doses qui permet d’estimer la DL50 avec un intervalle de confiance.

[1.3.1.1-Description de la méthode d’ajustement des doses

» L’essai se pratique sur des souris femelles, jeunes adultes et agées de 8 a 12 semaines
et leurs poids corporel varient entre (= 15%) du poids initial moyen des animaux.

» Les animaux sont choisis au hasard, marqués individuellement a dessin
d’identification et gardés dans leurs cages cing jours au minimum avant
I'administration de la substance, afin quils sacclimatent aux conditions du laboratoire.

» Essai limite a 2000 mg/kg consiste a administrée une seule dose (2000mg/kg) a une
souris. Selle meurt, on réalise I'essai principal. Si I'animal survit, on traite quatre
animaux supplémentaires suivant une sequence, de telle sorte qu’un total de cing
souris soit testé.

» Cependant, si trois souris meurent, |'essai limite sachéve et on entame I'essai
principal. La DL50 est supérieure a2 000 mg/kg si au moins trois animaux survivent.

» Dans I’essai principal Les souris sont traités 'une apres l'autre, généralement a des
intervalles de 48 heures. La premiére souris regoit une dose immeédiatement inférieure
alameilleure estimation préliminaire de la DL50.

» S dle survit, la deuxiéme souris regoit une dose plus forte. Si la premiere souris
meurt ou parait moribond, la deuxieme recoit une dose plus faible. L'essai prend fin

des qu'un des critéres d’arrét suivants est rempli :
a) Troissourisen série survivent aladose laplusforte;

b) Cing inversions de résultats se produisent dans une série de six souris

traités successi vement;

¢) Aumoins4 sourisont suivi lapremiereinversion et les rapports de probabilité

spécifiés dépassent la valeur critique.
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11.3.1.2-M ode opératoire
+« Administration des doses

La substance d'essai (AT) est administrée par gavage en une seule dose a l'aide d'une
sonde gastrique. Les souris ont été laissees ajeun 3 a4 heures avant I'administration de la
substance. Apres cette période de jeline, les animaux sont peses, puis la substance leur est
administrée. La dose est calculée en fonction du poids corpord a jeun de chague souris.
Aprés I'administration de la substance, les souris sont privées de nourriture, durant 1 & 2

heures.

La pente de la courbe dose-effet choisie égale a 8 donc |les doses sont choisies dans la
sequence :

Tableau VII : laséquence de doses choisie pour I’essai principal.

Les doses choisies (en mg/kg) pour I’essai principal

970

1290

1750

2000

«» Observations

Les animaux sont observés individuellement, au moins une fois au cours des 30
premiéeres minutes suivant I'administration du produit et régulierement durant les premiéres
24 heures (avec une attention particuliere pendant les 4 premiéres heures), puis
quotidiennement par la suite, la période d'observation totalisant 14 jours.

+» Poidscorporé

Le poids de chague souri a éé déterminé peu de temps avant I'administration de la

substance d'essai et ensuite au moins une fois par semaine.

+¢ Calcul de DL50 pour I’essai principal

LaDL50 est calculée selon la méthode de la probabilité maximale.
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++ Calcul d’intervalle de confiance

L’intervalle de confiance est calculé selon la formule suivante :

1.9 Xxuo
Vn

m+t

Avec:
n : la taille de I’échantillon, m : lamoyenne, o:1’écart type.

11.3.2- EVALUATION IN VIVO DE LA TOXICITE SUBAIGUE

11.3.2.1- Principe de I’essai

Pour la détermination de la toxicité subaigué, le protocole expé&imental utilisé est
celui deécrit par les directives 407 d'OCDE. La substance a tester est administrée
quotidiennement par voie orale a différents niveaux de dose a plusieurs groupes de souris, a

raison d'un niveau de dose par groupe, pendant une période de 28 jours.

Chaque jour au cours de cette période, les souris sont examinées soigneusement afin
de déceler tout signe de toxicité. Les souris qui meurent et méme les survivantes sont
autopsiées. Une étude de 28 jours fournit des informations sur les effets d’une exposition

répétée par voie orale.

11.3.2.2-M ode opératoire

L e protocole consiste a suivre les étapes suivantes :

% Répartition des sourisen lots

Les souris ont été réparties selon I’homogénéité de leur poids sur 5 Lots de 15 souris
chacun. Chaque lot est répartie en 3 groupes est recoit des différentes doses araison d'un

niveau de dose par groupe :

« Lot (lottémoin) : les souris ont recu uniquement de I’eau physiologique (0.9% de la
solution de NaCl) ;

« Lotll (lottraité) : ce groupe de souris ont recu I’extrait AT avec des doses de 200,
500 et 1000mg /kg ;

« Lotlll (lottraité) : les souris ont recu lafraction FN avec des doses de 200, 500 et
1000mg /kg ;
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« Lot IV (lottraité) : les sourisont regu lafraction FA avec des doses de 250, 500 et
1000mg /kg ;

« LotV (lottraité) : lessourisont recu lafraction FB avec des doses de 250, 500 et
1000mg /kg.

s Administration de I’extrait
Lors de cette étude, les souris ont été laissées a jeun la veille du teste. L’administration
des extraits [AT, FN, FA et FB] de Fumaria officinalis ont été effectuée par gavage a I’aide
d’une sonde gastrique, quotidiennement sept jours sur sept, sur une période de 28jours (figure
14).

Figure 14 : Photographie de I’administration des extraits par voie orale
(Panimalerie de I’Université de Bgjaia).

% Observations et mesure du volume d’eau et de la quantité de nourriture
CONSOMmMeEs
Apres I’administration des extraits, les souris ont été surveillées quotidiennement
pendant une période de 28 jours. Ainsi le volume d’eau et la quantité de nourriture
consommes ont été mesurés quotidiennement pendent cette période. En pesant la nourriture
restante dans I’auge, et le volume d’eau restant dans les biberons.

% Etude de I’évolution pondérale des souris

Le poids corporel des souris utilistes dans cette éude a éé mesuré, avant

I’administration de I’échantillon, puis chaque 7 jour aprés I’administration.
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s Prélevement des organes
A la fin de I’expérience, les souris sont anesthésiées par inhaation de Diéthyl éher
dans une cloche en verre et avant leurs sacrifices, un prélévement sanguin est effectué a partir
de laveine orbitale a I’aide des tubes d’hématocrite. Aprés dissection, le foie, larate, lesreins
et le ceceur sont observés macroscopiquement in Situ, puis prélevés et déposés dans I’eau
physiologique, dégraissés, sechés par le papier filtre et pesés. Des morceaux du foie et des

reins sont conservés dans une solution de formol 10% pour I’étude histo-pathol ogique.

Figure 15 : Les étapes de prélévement des différents organes (labor atoir e de biologie

végétale et d’Ethnobotanique, FSNV de Bgjaia).

+ Réalisation des coupes histologiques

La réalisation des coupes histologiques a été effectuée au niveau du laboratoire
d'anatomie- pathologique de la faculté de médecine de I’Université de Beaia .Aprés avoir
fixés le foie et les reins dans du formol (10%) pendant une semaine, on les a coupé en petits
morceaux. Ces échantillons sont déshydratés par passage dans trois bains d'éthanol successifs
de 30 min (70-75°; 90-95° et 100°). Ensuite ils sont éclaircis dans deux bains de 20 minutes
de toluene et inclus dans la paraffine (deux bains de 2 heures chacun). L'opération est
automatisée a l'aide d'un automate (TISSUE-TEK® 11°). L'inclusion définitive est ensuite
réalisée dans des moules métaliques. Les blocs de paraffines obtenus sont ensuite coupées
par microtome, les coupes de 5um d’'épaisseur sont étalées sur des lames et séchées pendant

une heure a 37°C, réhydratées, colorées a |'hématoxyline-éosine.




Chapitre 1T MATERIELS ET METHODES

Figure 16: Photographie de la préparation des lames au niveau du laboratoire

d'anatomie- pathologique de la faculté de médecine de I’Université de Bejaia.
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[11.1-LE TAUX D’HUMIDITE

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour
assurer une bonne conservation, lateneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % (Paris et
Moyse, 1965). La méthode pondérale a permet de déterminer |a teneur en eau dans la poudre
de la partie aérienne de notre plante. C’est la détermination de la perte de masse par

dessiccation a I’étuve.

Les résultats de cette analyse ont révelé un taux d’humidité inférieure a 10% pour la
plante Fumaria officinalis, avec une proportion de 09.95% (x 0.002). La teneur en eau,
inférieure a 10% confere a la poudre de Fumaria officinalis une meilleure conservation a

long terme. La poudre séche

[11.2-LE CHOIX DE SOLVANT ET DU DISPOSITIFS D’EXTRACTION

Tableau VIII : Les résultats de I’analyse de la poudre de Fumaria officinalis.

. | Teneur (%)
Parametres l
; Moyenne + Ecart type
Substances extractibles par I’eau 14.49 + 0.015
Substances extractibles par I’éthanol l 11.99+ 0.01
Substances extractibles par le méthanol 16.99 + 0.01

Les teneurs en substances extractibles par I’eau, I’éthanol et le méthanol sont
respectivement : 14.49 % (x 0.015), 11.99% (+ 0.01) et 16.99 % (+ 0.01). Les résultats
obtenus montrent le taux des substances extractibles par e méthanol est supérieur a celui de

I’eau et de I’éthanol.




Chapitre 111 RESULTATS ET DISCUSSION

s Tableau | X : les rendements d’extraction méthanolique et éhanolique des a caloides
totaux de Fumaria officinalis selon le protocole de (Suau et al., 2002) par I’extracteur de
Soxhlet et macération.

Solvant P,ou,dre
! Extracteur e végéetale N° AT (9) R (%)
, utilisé
| e | |
| ' 1° 1 0460 0.53 |
Méthanol @+ 30 ' 2° 0.171 : 0.57 ‘
g o 5 3! 0138 | 046
@ | ' 1° 1 0092 | 0.31 |
©  Macération Méthanol + 30 2° 0138 0.46 |
2 | 3! 0110 ! 037 |
S | T o018 . 049
B Soxhlet Ethanol | 30 201 0154 0.51 |
S | '3, 0151 | 0.50 |
9 : 1 o1l 037
Macération ~ Ethanol + 30 . 2° . 008 . 0.27
5 '3 0106 0.35 |

, . )2 . P
*Les rendements sont calculés suivant I’équation : R(%) = 1
L1]

R : lerendement
P : le poids des alcal oides totaux

Po : le poids de la poudre végétale

% Tableau X: Comparaison des rendements d’extraction méthanolique et é&hanolique
par I’extracteur de Soxhlet et macération des alcaloides totaux de Fumaria officinalis selon le
protocole de (Suau et al., 2002).

M éthanol Ethanol
Soxhlet . 052(+0.0004)% | 050 (+ 0.0000) %
M acération  038(x00006)% |  0.33(+0.0004) %
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Tableau XI: desrendements d’extraction méthanolique et éhanolique par le dispositif de
Soxhlet et macération des fractions d’alcaloides (FN, FA, FB) de Fumaria officinalis selon le
protocole de (Far zana ,1997).

Poudre Fraction

Extracteur | N° | végétale | Solvant Fraction R (%)
©) (9)

FN 0.039 0.13
1° 30 M éthanol FA 0.070 0.23
FB 0.060 0.20
FN 0.036 0.12
Soxhlet 2° 30 M éthanol FA 0.067 0.22
FB 0.073 0.24
FN 0.068 0.22
3° 30 M éthanol FA 0.071 0.23
FB 0.040 0.13
FN 0.045 0.15
1° 30 M éthanol FA 0.052 0.17
FB 0.067 0.22
FN 0.051 0.17
% Macération 2° 30 M éthanol FA 0.067 0.22
N FB 0.020 0.07
s FN 0.035 0.11
@ 3° 30 M éthanol FA 0.075 0.25
© FB 0.024 0.08
© FN 0.038 0.12
§ 1° 30 Ethanol FA 0.063 0.21
° FB 0.046 0.15
S FN 0.047 0.16
Gl soxhler 2 30 Ethanol FA 0.064 0.21
FB 0.039 0.13
FN 0.028 0.09
3° 30 Ethanol FA 0.070 0.23
FB 0.065 0.21
FN 0.015 0.05
1° 30 Ethanol FA 0.011 0.03
FB 0.02 0.06
FN 0.054 0.18
Macération 2° 30 Ethanol FA 0.037 0.036
FB 0.017 0.05
FN 0.013 0.04
3° 30 Ethanol FA 0.052 0.17
FB 0.032 0.10

. . )z . [
*Les rendements sont calculés suivant I’équation : R(%) =1
LI}
P : le poids des alcaloides totaux .Po : le poids de la poudre végétale
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Tableau X1 : Comparaison des rendements d’extraction méthanolique et éthanolique par
I’extracteur de soxhlet et macération des alcaloides de Fumaria officinalis (FN, FA, FB)

selon le protocole de (Far zana, 1997).

FN FA FB
M éthanol Ethanol | Méthanol Ethanol | Méthanol Ethanol
Soxhlet 016+ | 0.12+ 023+ = 0.22+ 019 = 0.16*
(0.0004)% ' (0.0003)% | (0.0000)% ' (0.0001)% | (0.0004)% ' (0.0004)%
Macération 014+ | 009+ 021+ | 008+ 012+ | 007+
(0.0002)% : (0.0007)% | (0.0004)%  (0.0008)% | (0.0008)% : (0.0003)%

Les extraits (AT, FN, FA et FB) ont été obtenus a partir d’une poudre fine de
Fumaria officinalis et en suivant deux procédés d’extraction différentes (Soxhlet et
macération) on utilisant deux solvants différents (méthanol, éhanol).

Les resultats de la présente étude indiquent qu’a partir de 30g de la poudre de Fumaria
officinalis et 300ml de méthanol nous avons obtenus un extrait méthanolique considéré
comme étant I’extrait brut de couleur verte foncée. A partir de 30g de la poudre de Fumaria
officinalis et 300ml de I’éthanol nous avons obtenu un extrait de couleur brune foncée et cela

pour les deux méthodes d’extraction (soxhlet, macération).

Le rendement est calculé par rapport au poids total de la poudre de Fumaria officinalis
et I'extrait d’alcaloides totaux obtenu avec le méthanol par I’extracteur de soxhlet a donné un
rendement de 0.52 %. Ce résultat est proche de celui trouvé par Suau et al., (2002) qui ont
obtenus pour le méme solvant et le méme extracteur un rendement de 0.54% . Alors qu’on
remargue que le rendement obtenu avec le méthanol par macération (0.38%) est inférieur a
celui obtenu avec le méthanol par soxhlet et le rendement obtenu avec I’éthanol par soxhlet
(0.50%) est supérieur a celui obtenu par macération (0.33%).

Ainsi les rendements obtenus par I’extracteur de Soxhlet avec le méthanol ou I’éthanol
Selon le protocol de farzana sont supérieurs a ceux obtenu par la méthode de macération. Et
suivant le méme protocole les rendements obtenus par le méthanol (0.16% de FN, 0.23% de
FA, et 0.19% de FB) sont supérieur a ceux obtenus par I’éthanol (0.12% de FN ,0.22% de
FA, et 0.16% de FB).
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D’apreés ces résultats obtenus on peut conclure que le méthanol est le meilleur solvant
d’extraction, il permet d’extraire le maximum d’alcaloides en comparaison avec I’éthanol.
Ainsi I’extraction par Soxhlet est plus rapide et permet de donner un meilleur rendement

avec une grande spécificité par rapport ala macération.

[11.3-EVALUATION DE LA TOXICITE AIGUE ET SUBAIGUE DESALCALOIDE
DE FUMARIA OFFICINALIS

[11.3.1- ETUDE DE LA TOXICITE AIGUE

Résultat de I’essai limite a 2000mg/kg

Letraitement de la souris avec une dose de 2000mg/kg a conduit a sa mort donc on a
estimeé que laDL50 est inférieure a 2000mg/kg.

Résultats de I’essai principal

Tableau X111 : résultat de I’essai principal

ID 2000mg/kg | 1290mg/kg | 970mg/kg | 730mg/kg | 550mg/kg

O: lasurvie de I’animal, X : la mort de I’animal, ID : I’identifiant de I’animal.

Arrét de I’essai principal

Le critere d’arrét (c) des directives 425 d'OCDE pour les essais de produits
chimiques (au moins 4 animaux ont suivi |a premiére inversion et les rapports de probabilité spécifiés

dépassent lavaleur critique) est rempli, donc I’essai principal a pris fin sur la base de ce critere.
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Calcul dela DL50 et de I’intervalle de confiance

« Calcul delaDL50

La DL50 est calculée pour la régle d’arrét fondée sur les rapports de probabilité, Les
deux rapports de probabilité (2.43x10°, 1.04x108) dépassent largement la valeur critique du
rapport de probabilité, a savoir 2.5. Par conséquent, le critére d’arrét fondé sur les rapports de
probabilité est satisfait et I’essai s’acheve. Les résultats sont inscrits dans le tableau N° X1V et
laDL50 est estimée a 1341.11mg/kg.

La DL50 est calculée aussi avec le logicid AOT425StatPgm et on a trouvé une
DL50= 1341 mg/kg (annexe 4).

Selon I’échelle de classification de la toxicité de Hodge et Sterner (annexe2) chez les
souris de laboratoire et dont laguelle une DL50 orale (500mg/kg<DL50<5000mg/kg) signifie
une substance I’égerment toxique, ce qui confirme que les extraits testé lors de cette étude
dont (500mg/kg<DL50 =1341.11mg/kg <5000mg/kg) sont I’égerment toxiques.

+ Calcul del’intervalle de confiance

Trois doses différentes (970,1290 et 2000mg/kg) ont eté mis a I’essai et que la dose du
milieu (1290mg/kg) alaisse survivre deux souris et entrainé la mort de deux souris, donc on a
utilisé la méthode de calcul fondé sur le profil de probabilité pour obtenir un intervale de

confiance avec 5% de risque d'erreur ou 95 % de certitude ou de confiance.

+1.9 X O
~ vn

m : moyenne, a : écart type, n=taille d’échantillon.
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Avec n=10, m=1341.11, o =359.43

19 X3 4

1341.11 + v

7

134111 + 2
.1

1341.11 + 222.94

L'intervalle varie donc de [1118.17 a 1564.05], suivant les resultats de I’essali
principal on remarque que I’intervalle de confiance est large ce qui indique que la DL50 estimé

comporte une grande incertitude.
Nb: lavaleur de coefficients 1,96 provienne de latable de I'écart-réduit p<0.05.

L’intervalle de confiance calculé aussi avec le logiciel AOT425StatPgm varie donc de [1118.1
a 1564] (annexe 4).
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Tableau X1V : Calcul delaDL50 pour I’essai principal.

LI IPEl = 071 2P 2YEQUIASIELL 3P WNIITET 3P M[NI[EI BOPEN[EAT |
IViA ¢ anbpu anajes
r[ jmassedap sprodder xnap sag
VA VA ¢ by anages ey
s = anbnLy juassedap sproddes SJUAIZIP 2]
0Tt 01 1 latF T : aypqegoad ap syroddey
005 E 1107= 6ET SEEOD L sepqEg ol
65T 1T PEOS - BLBEE - : aupqeqoad-nopeios ap saumnmos
£1E = 01807 |
£ OrEl AMAJRUITYES | 3p
ST 3TN, JIIMASSIE)a-2500]
6 = JUNETA [331 BIGWON
B = A RUon
BO[[IUeT33,] 3p QojSuAHL]
e = 01507
ROl JNIRTED ] 3p
N30T IUN,P JUIWISSTGEII-I50
6 = BUIIEES [330 1quos
8 = _ﬂ._..ﬂﬂ.._....ﬂ_n_.ﬂ
RO[NUETa,] 2P D0ISTITHI]
000 = - El &1
=5 000 = = | jal
00000 . = | £1
00000 - - a 44
00000 - - E | 1T
e - - = = = 0000 - = = = K | 01
10000 - 100070 QI06E - 05860 30F1°0 - FIEL D L9866 L9B6T e (e} 0L6 1 ]
G009 - 0000 £100°0 - L8460 o080 - E8FF'D SOITE  GOIT'E oy X 0atl I g
FITEE - 19£0°0 10000 - 666610 BEBO0 - LE16'0 OI0E'E OIDE'E Ny X 0007 I L
c0000 - S000'0 ESyRD - LBEE0 LrEs0 - E8FFD SOITE  GOITE moy 0 LT 1 b
10000 - 10000 OZoes - 85L610 BOF1 Q- FILT O L986°C [986°C L] O 0ls I g
&O0O L - S0000 E1000 - L3660 Ce08h- E3rF 0 SOITE  SOITE oy X 061 I ¥
FICEE - 19£0°0 10000 - 66560 BEB00 - LL16°0 OI0EE  OIDE'E L] X 000z 1 £
SO000 - SO00°0 £5+0°0 - L8660 {650~ £8+40 SOITE  SOLLE mo ] 061 1 T
10000 - 10000 OT06'E - B6/6°0 BOF10- FIELD 00000  [986°T O (8] 0i6 I I
(7 o) 7 o) (7 o)
MUIHes asuoday | TN  asuoday e asuonday -asupndax
Fpgeqosd  aprqodg | aigeqodd  Rprqodg PR L] aprqosg | -nox{0)
IVaE® aso a| suep asuoday ainpaxa ()
LO'TSEE =051 | LTogs =0Sa1 | EFOFEL = 05T QUINGY 01807 b b (x) asoq ampm (p | adeyy
[ 0571 #p Anagae ] AT Bl 2P 52493112 59] - By NSy
$'I anbyus 3y gf
ST1'0 ems |

220219400 3P AIIJLID AP SANIWESE

g DMOSIT g

ALITIGvI0Ud 30 SIHOddVY 531 415 .m.m.lﬁﬁpm LIHEVY. A HTOHY VT 4104 STIITVD




Chapitre 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Observations cliniques

Apres I'administration des a caloides totaux de Fumaria officinalis par voie orale a des
souris femelles, on a remarqué qu'il y a une augmentation réguliére des signes d'intoxications
et de mortaité en liaison avec la dose injectée. Les signes sont résumés dans le tableau
suivant :

Tableau XV : L'effet d'une dose unique de Fumaria officinalis sur les souris albinos wistar.

Signes detoxicité
ID | Dose(mg/kg) L&sipremleres 1¢ au 78 jour | 8%eau 14°™ejour
eures
Fau | |
A0 physiologique Normale | Normale | Normale
""" Eau Uy
A00 physiologique | Normale : Normale : Normale
I Eau B e
A000 | physiologique : Normale | Normale | Normale
Somnolence
Al 970 | solement Normale | Normale
| Hypoactivité ! !
Somnolence
: | solement : | solement :
A2 1290 | Redressementdes | Somnolence Normale
| poils ' Hypoactivité
| Anorexie : l
1 Hypoactivité | l
Meure aprés 30
e 000 | minutes ! i ! )
A4 1290 ' Meureaprés 1 heure | ) l -
""""""" - Somnolence
; | solement : :
A5 970 - Redressement des | Normale : Normale
poils
| Hypoactivité ! !
; Somnolence : :
‘ . | solement ,
‘ | solement ' Somnolence | i
A6 1290 . Redressement des S
w . 1 Hypoactivite
| poils | |
_____________ ____Hypoactivite |
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Meure aprés 30
minutes

A7 2000

A8 1290

: Somnolence
: | solement
A9 970 3 Redressement des

poils
hypoactivité

Z
9
3
(S
™
Z
9
3
(SR
)

Au cours de cette éude, on a remarqué que les souris gavées par I’eau physiologique
(Na CI 0.9%), n’ont montré aucun signe de toxicité. Cependant la prise des déférentes doses
des alcaloides totaux (AT) de Fumaria officinalis, par voie oral, a provoqué des changements
plus ou moins graves dans I’activité physique et le comportement, voir méme la mort des

0uris.

En effet, les souris (A3, A7) et les souris (A4, A8) qui ont regus respectivement les
doses de 2000 et 1290mg/kg meurent de 30minutes a 1 heure aprés d’administration, suite a
des signes graves d'intoxication. Ces souris ont montrés une respiration presque coupée, une
perte d'équilibre, des contractions musculaires, une paralysie partielle, des vomissements,

comaet paralysie totale, Elles meurent apres s’étre allongées sur le ventre.

Les souris (A1, A2, A5, A6 et A9) ont survécu jusqu'au 14°™jours, on a remarqué
qu’apres les 4heurs suivant I’administration de (AT), toutes les souris avaient des
somnolences, isolement, redressement des poils, hypoactivité. Apres une semaine, les souris
ont retrouvé un comportement normal comparable a celui des témoins. Les signes observés
chez ces souris viennent suite a une atteinte du SNC et SNP. une atteinte qui est due,
probablement, a la présence des acaloides isoquinoleiques tels que la protopine et la
cryptopine qui sont toxiques pour les celules PC12, modéles de neurones

catécholaminergiques (verba et al., 2011).
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111.3.2-ETUDE DE LA TOXICITE SUBAIGUE

Observations cliniques

Tableau XVI : I’effet toxique des extraits de Fumaria officinalis sur le comportement des

souris.
aﬁ”ﬁﬁﬁ;ﬁ; (?n(z;% Sexe Signesdetoxicité
Eau Femelles| 1 Norma
physiologique ) Miles | D Norma
Diarrhée, accél ération du rythme cardiague,
Femelles | somnolence, isolement, trouble de mouvement et
1000 77777777733‘@&&2'@'@7 777777
Mal | Somnolence, redressement des poils, hypoactivité,
AT Mas | isolement, |
Femelles | Accélération du rythme_cz_;mrdl aque, Diarrhée,
50 | hypoactivite. .
Méaes | Somnolence, redressement des poils, hypoactivité
5o | Femelles|  Redressement despoils, faiblesse |
Maes | Somnolence
Femelles ! Normal
O M T Normal |
FN co | Femelles  F Norma |
Mdes | 1 Norma
o | Femelles) Norma
Mdes | 1 Normal
Diarrhée, accél ération du rythme cardiaque,
Femelles | Hypoactivité, somnolence, anorexie, redressement
1000 | des poails, isolement.
Males i Hypoactivité, somnolence, anorexie, isolement,
FA . redressementdespoils.
Femelles | Diarrhée, somnolence, anorexie, redressement des
soo | . | polsislement.
Méles Anorexie, redressement des poils, isolement
250 Femelles | Somnolence, Anorexie, Hypoactivité
Mdes | Islement. |
Femelles | Accélération du rythme_cardl ague, Somnolence
1000 | —— — + 5 oharhee, anorexie Hypoadtivite, |
Males Accéération du rytth cardiaque, Hy_poact|V|te,
- somnolence, diarrhée, anorexie.
Femell | Accél é_rati on du rythme qardi ague, S_omnol ence,
kB f0 | | isolement, anorexie, Hypoactivité. |
Mal | Somnol ence, isolement, redressement des poils,
es o
I . Hypoactivite.
Femelles |  Isolement, Hypoactivite. |
250 Méles | | solement
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Aprés 28 jours de I’administration des extraits (AT, FN, FA et FB), aucune mortalité
n'a été signal ée pendant I'expérience, mais au niveau du comportement général les souris ont
présenté des signes de toxicité plus ou moins grave.

On constate d’apres les résultats obtenus, que le lot tétmoin contenant les souris gavees
par I’eau physiologique (Na Cl, 0.9%), n’a montré aucun signe de toxicité. Méme résultat a
€été obtenu avec le lot traité par (FN) ce qui indique que (FN) ne possede aucun effet toxique
sur les souris. En revanche, des tremblements ont été notés chez les souris des lots traités par
les moyennes et fortes concentrations des extraits (AT, FA, FB), on aremarqué que les signes
ont commencés a augmenter a partir de la dose 500mg/kg, a cette dose, les souris ont
montrés des signes de faiblesse associes a I’isolement individuel (Figurel6), somnolence,

leurs mouvements diminuent et larespiration devient difficile chez les femelles.

A ladose 1000mg/kg, les méles et les femelles ont montrédes signes encore plus forts
d’intoxication (diarrhée, accélération du rythme cardiaque, hypoactivité, somnolence,
anorexie, redressement des poils, isolement) ; par contre a 250 mg/kg aucun changement
visible n’a été constaté ce qui confirme qu’a cette dose, les acaloides de Fumaria officinalis
ne sont pas toxiques.

Les signes de toxicité sont les méme pour les deux sexes mais ils apparaissent chez la
femelle a des doses inférieures que celles qui apparaissent chez les méales. Ce qui indique que
I'effet toxique est dépendant du sexe, plusieurs chercheurs ont démontrés cette dépendance
(Baliga et al., 2004). Dans cette étude les femelles ont été plus sensibles a I'intoxication

subaigué par I'extrait alcaloidique de Fumaria officinalis que les méles.
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A :isolement, B : somnolence, C : faiblesse, D : redressent des poils
Figure 17 : les effets toxiques des extraits de Fumaria officinalis sur le comportement des
souris.

Chronologie del'évolution pondérale.

30 - A H Controle
H AT 1000mg
25 B AT 500mg
Che = PN 1000m
)id me
© 15 ® FN 500mg
8_ 10 H FN 250mg
m FA 1000mg
5 = FA 500mg
0 B FA 250mg
M FB 1000mg
= FB 500mg
semaines 1 FB 250mg
30 + B B Controle
25 H AT 1000mg
B AT 500mg
20 A B AT 250mg
S5 ® FN 1000mg
T = FN 500mg
510 -  FN 250mg
a5 = FA 1000mg
0 - = FA 500mg
H FA 250mg
1 2 3 4 = FB 1000mg
semaines ® FB 500mg
= FB 250mg

Figure 18 : Changement du poids corporel des souris durant le test de toxicité subaigie. (A
Méles; B : Femelles).
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Le suivie de la variation de la masse corporelle des animaux au cours de |'expérience
de la toxicité subaigué par les extraits (AT, FN,FA et FB) de Fumaria officinalis a démontré
quil y a une diminution du poids tout au long des 4 semaines pour les deux sexes,
comparativement aux témoins (Figurel?), et cela pour les différentes doses (1000,500 et
250mg/kg) a la différence du lot traité par FN ou la diminution du poids corporel est

relativement faible.

Le changement du poids corporel est utilise comme un indicateur des effets
indésirables des composés chimiques. La perte du poids est corrélée a I’état physiologique de
I’animal. Cette réduction du poids peut étre expliquée par une réduction de la consommation
des aliments, mais aussi par les possibilités d’interactions dose/absorption et par la diminution
de la quantité de nourriture absorbée. (Hilaly et al., 2004).

La diminution du poids corporel au cours des 28 jours de traitement quotidien suggere
gue I'administration subaigiie et par voie orale de I'extrait alcaloidique de Fumaria officinalis
ades effets sur la croissance des souris Albinos Wistar.

Evaluation de la quantité de nourriture consommeée:
La quantité de nourriture consommée par les souristraitées par les extraits (AT, FN, FA, FB)
est représentée sur les figures suivantes :

=1000mg  ==500mg 250mg  ===Controle
e 35 A
2
o 30 - N
E
e — —————
8 — \
g% \
(] \
S
5 15 -
B 10 . AT
g 10
g 5
g
o 0 > jour
123 456 7 8 9 101112 1314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figure 19 : Evaluation de la quantité de la nourriture consommée chez les souris traitées par
AT.
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e 1000mg e 500mg e 250Mg e Controéle
=352
2
o 30 -
5 -
£ 25 - —
8 20 -
S 15 - FN
5
= 10 -
E S
% 0 > Jour
O 1 2 3 45 6 7 8 91011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figure 20 : Evaluation de la quantité de la nourriture consommée chez les souris traitées par
(FN).

e 1000Mg  ====500mMg ====250mg Controle
o 35 2
230 - —
3 25
c
3 20 - ﬁ“
5
= 15 -
g FA
= 10 A
2 5
8 o
0 > jour
1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figure 21 : Evaluation de la quantité de la nourriture consommee chez | es souris traitées par
(FA).

e 1000Mg === 500mg ====250mg Controle

@ 40 o
o
é /
2
o}
c

h T
8 20 —
IS =
g 10 FB
IS
% 0 > jour
3] 1 23 45 6 7 8 910111213 14151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figure 22 : Evaluation de la quantité de la nourriture consommee chez les souris traitées par
(FB).
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Les résultats obtenus montrent une différence dans la prise de la nourriture entre les
groupes de souristraitées par les extraits (AT, FN, FA et FB) et leur groupe contréle.

En effet, on a remarqué une diminution de la quantité de nourriture consommee par
les souris traitées par tous les types d’extraits, a part les souris traité par I’extrait (FN) qui
représentent une consommation comparable a celle des témoins au court de 28jours. Cette
diminution est due a I’effet anorexique probablement exercé par les extraits (AT, FN, FA et
FB).

La prise de nourriture est régulée par I’hypothalamus qui dépend de I’interaction entre
deux régions: le « centre de I’appétit », situé latéralement dans la zone nucléaire du faisceau
prosencéphalique médian, a sajonction avec les fibres pallidohypothal amiques, et un « centre
de la satiété» médian dans le noyau ventromédian. La stimulation du centre de I’appétit
déclenche un comportement de prise alimentaire chez les animaux conscients, et sa
destruction chez des animaux par ailleurs sains produit une anorexie sévere et mortelle. La

stimulation du noyau ventromédian entraine I’arrét de la prise alimentaire (Ganong, 2005).

Evaluation de volume d’eau consommée

Les quantités de volume d’eau consommeée sont représentées sur les figures suivantes :

=—1000mg =—500mg 250mg = Controle

35 2
EBO .
§ 25
°©
2 20 -
S
® 15 -
£ AT
S 10 -
c
g 5 -

0 » Jour

1 2 3 456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figure 23 : Evaluation de volume d’eau consommée chez les souris traitées par AT.
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e 1000Mg e 500Mg e 250G Controle

= N N w w
w o wv o (9}
1 1 1 1 »

>

FN

consommation d'eau (ml)
[EY
o
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1

o
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1 2 3 45 6 7 8 91011121314151617 18 192021 22 2324 252627 28

Figure 24 : Evaluation de volume d’eau consommée chez les souris traitées par FN.
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N—/_/_/_

w

w
»l
»

w
o
I

N
(6]
1

N
o
I

[
(6]
1

FA

consommation d'eau (ml)
(SN
o

(]
1

o

» Jour
1 23 456 7 8 9 1011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figure 25 : Evaluation de volume d’eau consommee chez les souris traitées par FA.

e 1000ME e 500Mg e 250Mg Contréle
=352
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Figure 26 : Evaluation de volume d’eau consommée chez les souris traitées par FB.
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D’aprés les résultats obtenus durant les quatre semaines de I’administration des
extraits ; on a constaté une différence significative dans le volume d’eau consommeée pour les
différents groupes de souris traitée par rapport au contréle sauf chez les souris traitées par
I’extrait (FN) dont la consommation est comparable a celle des témoins. Cette diminution est
probablement due aux facteurs du stress et aux conditions d’élevages des souris.

En cas de déshydratation, le corps subit un déficit en eau. Les cellules du corps et leurs
tissus se rétrecissent a mesure qu’elles perdent de I’eau. Les animaux déshydratés ont
tendance a avoir une apparence particuliére liée a la perte d’eau dans ces tissus : les yeux sont
enfoncés dans leur orbite, I’abdomen peut sembler se creuser et le contour du visage peut
également se creuser, lui donnant I’apparence de se resserrer. Les mugueuses s’asséchent et le
poil devient terne. On peut observer ces signes chez les animaux qui ont subi une perte de
poids appréciable et chronique lorsgque leurs tissus adipeux se métabolisent en calories (Folz
et Ullman-Culleré; 1999).

Figure 27 : photographie d’une souris déshydratée

La masserelative des organes

Tableau XVI1 : Effet de I’extrait acaloidique de Fumaria officinalis sur e poids des organes

prélevés chez les souris apres 28 jours de traitement par voie orale.

) Doses Poids de I’organe
Type d’extrait : : : :
mg/kg | Rein gauche | Reindroit | Foie | Ceeur rate
CNTL _ 0.14g . 016g | 1279 0129 0179
1000 03lg | 033 | 29 |015y 015g
o 500 030g | 0299 | 183g | 0139  0.17g
250 0.25g | 026g | 1359 | 0.13g| 0.16g
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1000 017g | 018g ' 1.30g ' 01lg! 0.17g

n 5007 | TO/50] ) T ) e Ok
250 0.16g 0.15g 1.28g 0.15g 0.169g
1000 027g | 028y : 190g ! 017g: 0.20g

A 500 | 024g | 0229 . 184y 0159 0159
250 0.14g 0.13g 184¢9 0.15¢ 0.11g
1000 035y | 034g | 1929 017g: 0.18g

- %0 | 0% | 03g | 1929 016g; Olog
250 013g : 0139 : 067g 016g: 0.14g

Tableau XVIII : Lerapport relatif des organes

Poids de I’organe / Poids corporée (PC

Type d’extrait Doses Rein gauche | Rein droit _
mg/kg Foie/PC | Cceur/PC | Rate/PC
IPC | IPC
CNTL _ 00056 | 00064 | 0050 | 00048 | 0.0068
1000 | 00012 | 00013 | 0080 ' 00060 ' 0.0060
500 | 00012 | 00011 = 0073 | 00050 | 00070
Al 20 | 00100 | 00104 | 0054 | 00052 | 00064
1000 | 00068 00072 0052 | 00044 | 0.0068
500 | 00060 | 00056 | 0050 | 00064 | 0.0064 |
i 250 | 00064 00060 | 0051 | 00060 00064
1000 00100 00100 : 0070 @ 00060 ' 0.0080
- 500 | 0009 00088 | 0070 00060 00060
250 00056 | 00052 | 0070 | 00060 | 0.0044
1000 | 00140 | 00140 | 0080 ' 00068 ' 00072
500 | 00140 . 00140 . 0080 | 00064 & 0.0040 |
" 250 | 00052 | 00052 | 0080 | 00064 | 0006

Apreés I'examen macroscopique des différents organes prélevés, on a observeé que leurs

tailles et leurs formes sont normales; par contre les valeurs de la masse rel ative des reins, du

foie, delarate, et du cceur ont montré une augmentation des reins, du foie, chez les souris

traités par rapport aux témoins.
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Ces résultats suggerent que I'extrait alcaloidique de Fumaria officinalis a des effets sur
les organes mesurés. Généralement, |e changement du poids des organes internes est un indice
de toxicité apres I'exposition a une substance toxique (Raza et al., 2002 ).

L'augmentation du poids du foie peut étre liée a une congestion par réservation du
sang dans le foie (Rasekh et al., 2008). Ces résultats nécessitent cependant, des analyses plus
approfondies pour connaitre I'effet de |'extrait sur ces organes.

Résultats d’étude histo-pathologique

Témoin Rein x4

Figure 28 : Coupe histologique du tissu rénal et du tissu de foie des souris témoins.

Plages de souffrance cellulaire Congestions vasculaires

adh s T ES ey P

AT 1000mg/kg, Rein x10 AT 1000mg/kg, Foi><2

Figure 29 : Coupe histologique du tissu rénal et du tissu de foie des souristraités avec AT
dans |es conditions de la toxicité subaigué.
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Foyer de polynucléaires

Figure 30 : Coupe histologique du tissu rénal et du tissu de foie des souristraités avec AT

dans les conditions de |a toxicité subaigué.

3 e
L]

FN 1000mg/kg, Foie x10

FN 500mg/kg, Foie x4

Figure 31 : Coupe histologique du tissu de foie de souris traitées avec FN dans |es conditions

de latoxicité subaigué.

0 | | P
AT A

FA 1000mg/kg, Foie x10

Figure 32 : Coupe histologique du tissu de foie de souris traitées par FA dans les conditions

de latoxicité subaigué.
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Figure 33 : Coupe histologique du tissu de foie de souris traitées par FB dans les conditions

de latoxicité subaigué.

Figure 34 : Coupe histologique du tissu rénal de souris traitées par FB dans les conditions de

latoxicité subaigué.

AT 250mg/kg, Foie x10

FB 250 mg/kg, Foie x10

Figure 35 : Coupe histologique du tissu rénal de
conditions de la toxicité subaigué.

souristraitées par AT et FB dansles
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Les résultats de I'examen histopathol ogique sont indiqués dans les figures (29, 30, 31,
32, 33, 34, 35). D’apres ces résultats, on aremarqué que lesfoies des souris males et femelles
témoins sont normaux avec des petits amas de polynucl éaires. Méme aspect a été obtenu chez
les souris traitées par (FN). Par contre les souris traitées par les extraits (AT, FA et FB)

présentent des modifications dégénératives.

En effet, on a remarqué que les souris traitées par (AT) avec une dose de 1000mg/kg
présentent une architecture partiellement effacée du tissue hépatique, une souffrance cellulaire
et les veines marquent des congestions vasculaires (Figure 30). Les souris traitées par (AT)
avec une dose de 500mg/kg présentent de rares amas de lymphocytes polynucléaires
neutrophiles en periveine centrolobulaire (Figure 32). Ces atérations expliquent souvent
I'augmentation du volume du foie et I'amaigrissement de I'animal (Rasheed et al.,2009).Ces
résultats ont démontrés des cas semblables chez les souris Albinos aprés administration de

I'extrait alcaloidique de Fumaria officinalis.

Les souristraitées par (FA et FB) avec une dose de 1000 mg/kg ont montreé la présence
des foyers de polynucléaires neutrophiles et des congestions. A 500mg/kg, les souris ont

montreé des plages de souffrances cellulaires et de petite congestion.

Toutefois, les résultats indiquent qu'il n’y a pas encore de mort cellulaire mais une nécrose

centrolobulaire débutante qui peut mener along terme alamort cellulaire.

Les reins des souris témoins des deux sexes montrent des glomérules et des tubules
normaux, méme aspect a été observé chez les souris traitées par (FN). Cependant, les reins
des animaux traités par les extraits (AT, FA et FB) ont démontrés des modifications
histopathologies chez les deux sexes caractérisés par des congestions et des nécroses
tubulaires et des abceés rénales. A 250mg/kg pour tous les groupe de souris traité sont

comparable a ceux destémoins et ceux traité par FN.

Ces anomalies dans le foie et le tissu réna pourraient étre due a la présence des

alcaloides toxiques de Fumaria officinalis qui ont été administrés aux souris.
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CONCLUSION

Le réle des plantes dans la médecine traditionnelle est connu depuis fort longtemps,
or, larecherche apporte les preuves scientifiques de leur efficacité, mais aussi de leur toxicité,
reposant sur des données résultants de I’expérimentation in vitro et in vivo. Parmi les plantes
meédicinales traditionnelles il y en a celles qui peuvent étre toxiques a de fortes doses ou apres

administration prolongée.

Notre étude s’est basée sur |'espece Fumaria officinalis, qui appartient alafamille des
Fumariaceae, une des familles les plus importantes dans la flore Algérienne et les plus

utilisées par les thérapeutes traditionnelles.

Ce travail a permis I’extraction des acaloides et leurs fractionnements, I’éude de la

toxicité aigle et subaigué sur des souris albinos Wistar.

Les résultats obtenus ont montré que Fumaria officinalis est une espece riche en

alcaloides avec un taux de 0.52% .

Les renseignements tirés a partir de I’ensemble des résultats obtenus dans ce travail sur
les données expérimentales de la toxicité aigué chez les souris femelles Albinos Wistar
suggérent de classer Fumaria officinalis dans |a catégorie des plantes faiblement toxiques par
voie orale, avec une DL50 de 1341,11 mg/kg. L'extrait alcaloidique de Fumaria officinalis
peut entrainer des symptémes de toxicité qui sont dépendantes de la dose allant d'une simple
somnolence, diarrhée, des pertes d'appétit, des problémes de respiration et faiblesse jusqu'a
I’accélération du rythme cardiaque et perte d'équilibre. Ces effets pourraient étre dus a la
présence des alcaloides toxiques tels que la protopine et la cryptopine. Toutefois la toxicité
subaigué montre que I'extrait alcaloidiqgue de Fumaria officinalis défavorise la croissance

normal e des souris males et femelles.

L’observation histologique s’est caractérisée par la présence des atérations

structurales du foie et du rein.




CONCLUSION

L'ensemble des résultats obtenus in vivo nous ont permit d'avoir une idée sur la
toxicité de Fumaria officinalis, mais d'autres études plus poussées sont souhaitabl es.

En perspectives,

Ce travail est une étape préliminaire pour des études plus larges, plus approfondies et

plus accomplies incluant:

« Des études de toxicité chronique sur Fumaria officinalis, afin de déterminer les effets

along terme;

» Des tests complémentaires de toxicité sur Fumaria officinalis par d'autres voies que la
voie orae;
« Un isolement des alcaloides de cette plante et leurs applications dans des essais de

toxicité pour une identification plus précise du principe actif toxique de cette espéce.

Des études pharmacol ogiques et toxicol ogiques a grande échelle sont nécessaires pour
la production des molécules naturelles actives et pour une modération de securité dans

I'utilisation de cette plante.
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ANNEXES

Annexel: LeMatérid et lesproduits utilisés pendant la partie pratique

1-Matérids

Agitateur ;

= Ampoule a décanter ;

= Baance anaytigue RADWAG ;
= Baance de précision RADWAG ;
= Ballons;

= Béchers;

= Boitesde pétries;

= Cristallisoir ;

= Epand of ;

= Eprouvettes;;

= Etuve WTC binder ;

= Gants chirurgicaux ;

= Micropipette 100-1000 pl ;

®= Papier absorbant ;

®= Papier duminium;

= Papier filtre Wattman ;

= Pardffine;

® PH metre HANNA ;

* Pissette;

= Soxhlet Gerhardt ;

= Spatule;

= Seringues;

® Tamis magnétiques;

® Tubesaessas;

= Trousse a dissection contenant, des aiguilles, des pinces hémostatiques, |a paire de ciseaux

fins, de gros ciseaux, aiguilles de fixation ect.



ANNEXES

2-Les produits

=  Ammoniac;

= Acideacétique;

= Chloroforme;

= Dichlorométhane ;

= Diéhyl éther ;

= Ethanol « C2H60 » ;

» Eaudistillé « DH20 »;
= Eauphysiologique;

= Méthanol « MeOH » ;

= Xylene.

Annexe 2

Tableau : Echelle de Hodge et Sterner

DLso orale (rat) Indicedetoxicité
Jusgu'a 1 mg/kg Extrémement toxique
De 1 a50 mg/kg Hautement toxique
De 50 a 500 mg/kg M odérément toxique
De 500 a5 000 mg/kg L égérement toxique
De 5000 a 15 000 mg/kg Presgue pas toxique
Plus de 15 000 mg/kg Relativement inoffensif
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Annexe3 : Médicaments au statut AMM commercialisés ou valides (for mes solides et
liquides) (Goetz et al. 2009).

Formes solides

Laboratoires M édicaments

Actibil® Composition pour une gél ul e:160mgtitrant 0,5%en

_ protopine de partie aérienne fleurie de fumeterre.
L aboratoires Arkopharma

p ®. p
(AMM: valide) Arkogeélulesfumeterre™:flacon PVC brun de 45 gélules.

Composition pour une gél ul e:220mg titrant au minimum

0,5% en protopine de partie aérienne fleurie de fumeterre

Depuratum®:6 plaquettes thermoformées PV C-aluminium
del0 gdules.

Laboratoires Lehning | Composition pour une gélul e: 38,25 mg de partie
aérienne fleuriedefumeterre et genievre, rhapontic,

bouleau, romarin, thym, arr éte-bceuf.

Elusanesfumeter r €®:Naturactive flacon polyéthylene haute
densité(PEHD) de30 gélules.
Composition pour une gélul e:200 g d’extrait sec de partie

Laboratoires Pierre Fabre

aérienne fleurie de la fumeterre.

Oddibil®: Plaguette thermoformée PV C-Aluminium de 40
Coopération comprimes.
pharmaceutique francaise | Composition pour un comprimé: 250 mg d’extrait sec de partie

aérienne fleuriedefumeterre.

Phytelia digestion®:Naturactive.
Laboratoires Pierre Fabre y g

(AMM valide) Composition pour un comprime :75 mg d'extrait sec de

fumeterre et boldo, artichaut.
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Formeliquide

Laboratoire M édicament
Azema®: 20 sachets-doses papier de 2g.
Pharmacie et Composition pour un sachet-dose de 2g :100 mg de fumeterre
laboratoires de et boldo, menthe poivrée, mélisse, kinkéliba, coriandre,
I’Homme de fer fréne, tilleul.

Laboratoires Gabriel

Bolcitol® : Flacon en verre brun de 125ml.

Lesourd Composition pour 100ml: 5,4g d’extrait fluide de partie
aérienne de fumeterre et boldo, sauge officinale, fenouil doux.
Boribel n® 7 biliaire®
L aboratoires Composition pour un sachet dose de 2 g: 0,4 g de fumeterre

diététique et santé

et angélique, boldo, romarin.

(AMM valide) Composition pour 100 de mélange de plantes pour tisane: 20g
de fumeterre et angélique, boldo, romarin.
Boribel n® 10 depur ative®
Composition pour un sachet-dose de 29 : 0,4g de partie
L aboratoires aérienne fleurie defumeterre et solidage, mais, grande

diététique et santé

bardane, pissenlit.

Composition pour 100g de mélange de plantes pour tisane: 20g

(AMM valide)
de partie aérienne fleurie de fumeterre et solidage, mai's,
grande bardane, pissenlit.
Dépuratif par nel® * Flacon en verre jaune brun de 150ml.
Société dediffusion | Composition pour 100g de sirop: 2g d’extrait fluide de partie

de promotion et de

communication

aérienne defumeterre et grande bardane, pensée sauvage,

saponaire.
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Annexe 3
L es différentes étapes de calcul dela DL50

A.Introduirelesvaleurs de dose-effet pour chaque animal

Colonne 1. Les étapes sont numérotées de 1 a 15. Un maximum de 15 animaux peuvent étre
testés.

Colonne 2. Inscrire un | dans cette colonne pour chaque animal testé.

Colonne 3. Inscrire la dose regue par I’iéme animal.

Colonne 4. Inscrireun X si I'animal aréagi et un O si ['animal n'apas réagi.

B. Taillesnominale et réclle del'échantillon

Lataille nominale de I'échantillon est constituée par les deux animaux qui forment la
premiére inversion.
Colonne 5. Indique si un animal donné est inclus ou pas dans I'échantillon nominal.
La taille nominae de I'échantillon (n nominal) figure a la 16eéme ligne. Le nombre total

d'animaux réellement testés est mentionné ala 17emeligne.

C. Estimation brutedela DL50

Rappelons que la moyenne géomeétrique de n nombres est le produit de n nombres
élevé alapuissance 1/n.

L'estimation fondée sur la moyenne des doses apparait a la ligne 18 (par exemple
(970* 1290* ...* 2000) 8= 1340,43)

La Ligne 19 donne le logarithme décimal de la valeur mentionnée a la ligne 18 (par
exemple, 100101340.43= 3,13).

D. Probabilité del'estimation brutedela DL50

Caculer dans la colonne 8 la probabilité de I'estimation brute de la DL50 pratiquée a
I'étape C.

La probabilité (ligne 21) est le produit des contributions a la probabilité de chaque
animal. La contribution du ieme animal ala probabilité est notée Li.

Reporter dans la colonne 7 I'estimation de la probabilité notée Pi de réaction a la dose
di. Pi est calculé a partir de la courbe dose-effet. Notons que les paramétres d'une courbe

dose-effet probit sont la pente et la DL50 et quil faut donc assigner des vaeurs a ces
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paramétres. Pour la DL50, on utilise I'estimation fondée sur la moyenne des doses mentionnée
alalignel8.

En ce qui concerne la pente, on applique dans cet exemple la valeur par défaut, a
savoir laprobabilité de réaction, P, peut étre cal cul ée suivant |es étapes ci-dessous.

1. Calculer lelogarithme décimal de ladose di (colonne 6).

2. Pour chaqgue animal, calculer le score z, noté Zi (ne figurant pas dans le tableau), en
appliquant lesformules :

o= 1/pente

Zi = (logo (di) - logl0 (DL50)) / o

Par exemple, pour le premier animal (Ligne 1),

0=1/8

Z1=(2,986-3,127) / 0,125 =-1,128

3. Pour laieme dose, la probabilité estimée de réaction est égale a Pi = F(Zi) ou F représente
la fonction de distribution cumulée pour la distribution normae type (C'est-a-dire la
distribution normale dans laquelle la moyenne est égale a O et la variance a 1). Par exemple
(ligne 1),

P1=F (-1,128) = 0.1314

La fonction F (ou quelque chose de tres proche) représente genéralement la
distribution normale dans les tableaux statistiques.

Colonne 8. Cdculer le logarithme népérien de la contribution a la probabilité (In(Li)). Li est
simplement la probabilité de réaction qui aréellement été observée sur leiéme animal :
Animaux ayant réagi : In(Li) = In (Pi)

Animaux n'ayant pasréagi : In(Li) =In (1 - Pi)

Notons que le logarithme utilisé ici est le logarithme népérien, contrairement aux
autres étapes qui font appel au logarithme décimal. Ces choix sont dictés par ce que I'on
attend généralement dans un contexte donné.

L es étapes decrites ci-dessus sont répétées pour chague animal. Finalement :

Ligne 20 : additionner les logarithmes des contributions ala probabilité de la colonne 8.

Ligne 21 : calculer la probabilité en appliquant la fonction exponentielle a la valeur
logarithmique obtenue alaligne 20.

Ainsi, par exemple, exp (-3.3878) = e 33878 = 0,0338.
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E. Calculer les probabilités pour deux valeurs de doses, I'une supérieure et |'autre
inférieure al'estimation brute

Comparer la probabilité de |'estimation basée sur |la moyenne des doses (1340,43, ligne
18) aux vaeurs différentes d'un facteur 2,5 de cette valeur (& savoir, 1340,43*2,5 et
1340,43/2,5). Les calculs exposes dans les colonnes 9 a 12 sont effectués de la méme maniere
gue ceux décrits plus haut, si ce n'est que les valeurs 536,17 (= 1340,43/2,5) et 3351,07
(=1340,43*2,5) ont été utilistes pour la DL50, a la place de la valeur 1340,43. Les

probabilités et leurs logarithmes sont mentionnés aux lignes 20 et 21.

F. Calculer lesrapports de probabilité

Deux rapports de probabilité (ligne 22) sont calculés a partir des trois valeurs de
probabilité

(Ligne 21). Le rapport de probabilité sert & comparer le soutien statistique a
I'estimation sélevant a 1340,43 au soutien statistique a chacune des deux autres valeurs, a
savoir 536,17 et 3251,07. Les deux rapports de probabilité sont donc :
LR1 = [probahbilité attribuée a la valeur 1340,43]/ [probabilité attribuée a 536,17] =
0,0338/1.39 x10M = 2.43x10° et LR2 = [probabilité attribuée a la valeur 1340,43]/
[probabilité attribuée & 3251,07] = 0,0338/3.25x101% = 1.04x10®,

G. Vérifier s lesrapports de probabilité dépassent la valeur critique

Des rapports de probabilité élevés traduisent un soutien relativement élevé a
I'estimation ponctuelle de la DL50. Les deux rapports de probabilité calculés a I'éape F
(2.43x10° et 1.04x10%) dépassent la valeur critique du rapport de probabilité, a savoir 2,5. Par
consequent, le critére d'arrét fondé sur les rapports de probabilité est satisfait et |'essai
sacheve la. C'est signalé par la mention "VRAI" dans la Ligne 24 et par une petite note en
haut du tableau (exemple) indiquant que le critere fondé sur les rapports de probabilité a été

rempli.
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Annexe 4 : la feuille de calcul du logiciel de I’OCDE pour la ligne directrice 425.

. AOT4ZSStetPom =10/x|

bew Test LoadData SoveDota GetPReport Options  About AGT42S Ext

Test [ Substance:l petermination de 1a DL50 des alcaloides de Fumaria officinalis

Assumed values al start of the main test

LDS0: [Det=t  Sigma: [ 0.125

Piogiam's Dala Enlip Meszages

W0~ W -
Q‘:HH QQH.HQD
DHMHOoOOHMHODO

The s test i complate

Stoppeng cotens met LR crtenan,
Estimsled LDS0 = 1341 [The one dote with partial jsspones] 35% PL Confidence interval it 11181 1o 1564,




Fumaria officinalis appel ée communément « Zalamit » est une plante de lafamille des Fumariaceae, trés
répondue en Algérie. Dans la présente étude le rendement de I'extraction de cette plante par le méthanol et
I'éthanol en matiére seche est respectivement de 0.52% et 0.50 % en utilisant I’extracteur de Soxhlet. Ces résultats

sont supérieurs a ceux obtenus par macération.

L’etude de la toxicité aigué chez les souris femelles Albinos wistar traitées par des doses croissantes (970,
1290,1750 et 1000mg/kg) des a caloides de Fumaria officinalis par voie orale a montré des symptomes graves
de toxicité présentés par des problémes respiratoires, des tremblements, comas, et des paralysies entrainant la

mort. La DLsoest de 1341.11mg/kg obtenue par la méthode d’ajustement des doses. Selon les résultats obtenus,

Fumaria officinalis pourrait étre classée dans la catégorie des plantes faiblement toxiques, toutefois I'étude de la
toxicité subaigué a révélé des perturbations dans la croissance normale des animaux ainsi que des atérations
hépatiques et rénales.

Motsclés: Fumaria officinalis (L.), alcaloides, toxicité aigué, toxicité subaigué.

Fumaria officinalis, commonly called "Zaamit" is a plant of the family Fumariaceae very answered in
Algeria. In this study the yield of the extraction of this plant by methanol and ethanol in dry matter content is
0.52% and 0.50% respectively using Soxhlet extractor. These results were higher than that obtained by

maceration.

The study of acute toxicity in mice female Albino wistar treated with increasing doses (970, 1290.1750
and 1000 mg / kg) akaloids Fumaria officinalis orally showed serious symptoms of toxicity presented by
respiratory problems, tremors, coma, and paralysis leading to death. The LD50 was: 1341.11mg / kg doses by the
adjustment method. According to the results, Fumaria officinalis could be classified as low-toxic plants, however,
the study of subacute toxicity revealed disturbances in the normal growth of animals as well asliver and kidney
damage.

oA e 2ilad) A all o2 = ol PLRREN Fumariaceae ililall (e <ilii sa "Zalamit" ale (3lay 5 ccllal) 4l
gl s2a cilS  soxhlet 050  0.52 s» adlallsalall 5 gina (& J 5EGY) 5 J silall Ll 1aa
lle cliaa Al @l o L_;si

Ay sl (S / 4L 1000 1290 1750 970) de s 535 e a3 Wistar elzasdl oyl ) alal) Lpand) 4l 50

/LD50: 1341.11mg . Dy i saill g ol 3l 5 e onniiil) Sleall 8 JSLEe 5 phad (ml el yelal )
AL laaal Al Cant e Al S cllh pa g Ay Fumaria —siai (Sa ol a8 5 5 Janill 48y )l (e de ja @S
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